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Résumé 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) affichent à la fois une structure et des 

voies de signalisation conservées mais aussi une grande diversité fonctionnelle, nécessaire à 

la spécialisation. Une spécialisation importante au cours de l'évolution est sans nul doute 

l’apparition du caractère chimiotactique, qui permet le développement des organes et la 

vascularisation, ou encore les réponses immunitaires. Ces comportements chimiotactiques 

induits par les RCPGs peuvent impliquer des couplages de protéines G mais également une 

interaction avec des protéines intracellulaires telles que les β-Arrestines. Cependant, les 

questions portant sur les RCPGs dans i) leur capacité à détecter de faibles 

concentrations/gradients moléculaires, ii) la transduction du signal depuis la poche de liaison 

jusqu’au domaine intracellulaire du récepteur, et iii) les modes d'interaction des β-arrestines 

restent aujourd’hui l’objet de nombreuses recherches. Les données récentes fournies par les 

structures à haute résolution indiquent que les RCPG sont des entités dynamiques qui 

adoptent des conformations actives multiples, capables de lier des ligands et d’activer 

préférentiellement ou non certaines voies de couplage de manière dite « biaisée », conduisant 

ainsi à la sélectivité fonctionnelle.  

Sur la base de travaux antérieurs menés par l'équipe, nous avons émis l'hypothèse que les 

peptides dérivés de l'urotensine II (UII) présentent des effets physiologiques inattendus en 

raison d'une signalisation biaisée sur le RCPG urotensinergique UT. Dans un modèle de 

cellules HEK293 exprimant le récepteur UT humain recombinant, nous avons déterminé le 

couplage aux protéines G et aux β-arrestines suite à l’activation du récepteur par l’UII, en 

utilisant la méthode de transfert d’énergie de bioluminescence par résonance (BRET), ainsi 

que la production d'IP1et d'AMPc en utilisant le principe de HTR-FRET (high-time resolved-

Froster resonance energy transfer). Nous avons montré que le récepteur UT active les 

protéines Gi1, GoA, Gq et G13 (et non Gs) et recrute les β-arrestines 1 et 2. Ces premiers 

évènements conduisent à 2 phases de phosphorylation des kinases ERK1/2. Les peptides 

testés induisent trois profils différents: l'UII, l’urotensin II-related peptide (URP) et l'UII4-11 

présentent le profil d’agoniste entier; l’[Orn8]UII et l’[Orn5]URP activent les protéines G avec 

cependant des pEC50s 5 à 10 fois plus élevés, et ne recrutent pas ou peu les β-arrestines; 

l’urantide ne présente pas non plus la capacité d’induire le recrutement des β-arrestines mais a 

montré une efficacité inversement proportionnelle à activer les protéines Gi et Gq vs. Go et se 

présente donc comme un agoniste partiel de toutes les voies des protéines G. Il est intéressant 

de noter que les peptides sont tous capables d’induire la migration et l’adhésion cellulaire, 
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mais régulent différemment la survie cellulaire. Ainsi, nous démontrons une signalisation 

biaisée entre les protéines β-arrestine et G, et entre les sous-types de protéines G, ce qui dicte 

les réponses cellulaires du récepteur et peut ouvrir de nouvelles opportunités thérapeutiques. 

Nous avons ensuite examiné si les propriétés chimiotactiques de l'UT, tout à fait 

inattendues puisque l’UII était principalement connu pour ses propriétés vasoactives, sont 

associées à une signature structurale acquise précocement au cours de l'évolution. De fait, il 

avait été proposé qu'au sein des récepteurs de la famille Rhodopsine, une délétion ancestrale 

évolutive dans le DTM2 de récepteurs du groupe ancestral PEP (peptides), conduisant au 

repositionnement d'une proline en 2.58, aurait accompagné l'expansion des récepteurs des 

groupes SO (somatostatinergique), CHEM (chimiokine) et PUR (purinergique), 

phylogénétiquement liés. Ainsi, en étudiant le prototype de récepteur PEP Kiss1R, présentant 

une proline en 2.59, et les récepteurs UT et CXCR4, en tant que prototypes respectifs des 

récepteurs SO et CHEM, nous avons cherché à obtenir des informations sur le rôle de cette 

proline P2.58 dans l'acquisition du comportement chimiotactique. Pour cela, nous avons 

généré des mutants des prototypes Kiss1R P2.59 et des deux récepteurs P2.58 UT et CXCR4 

par substitution de la Pro du DTM2 en Ala, ou par insertion/délétion pour déplacer la proline 

en position 2.58 ou 2.59. 

Nous avons montré, dans un modèle de cellules HEK293 recombinantes, que les récepteurs 

Kiss1R, UT et CXCR4 mutants conservent une expression membranaire et pour la plupart, 

des capacités de liaison. Les récepteurs P2.58 UT et CXCR4 activés par l’UII et le SDF-1α, 

montrent des couplages Gq/Ca2+/IP1 et/ou Gi/o et β-Arrestine 2, et sont capables de stimuler la 

migration chimiotactique par ondes dynamiques d'assemblage/désassemblage de points 

focaux d’adhésion (FA), ainsi que via la sélection d’un lamellipode principal. En revanche, 

l'activation du récepteur Kiss1R (P2.59) par la kisspeptine-10 (KP-10) évoque des couplages 

Gq/Ca2+/IP1 et une migration aléatoire par désassemblage incontrôlé des FA, et la production 

de nombreux lamellipodes par cellule. La mutation de la proline ou l’insertion/délétion 

conduit principalement à la perte des capacités de couplage Gq et/ou Gi1 et GoA, établissant le 

rôle clé de cette proline du DTM2 dans les mécanismes d’activation de Kiss1R, UT et 

CXCR4. Ainsi, le repositionnement de la proline de la position 2.59 à 2.58 joue probablement 

un rôle dans la re-sensibilisation des récepteurs, déterminante pour la régulation de 

l'assemblage/désassemblage des FAs et la réduction du nombre de lamellipodes. 

L’ensemble de ces données nous amène à proposer que l’expansion massive des récepteurs 

P2.58 au cours de l’évolution est corrélée à l’acquisition de mécanismes d’activation pro-

chimiotactiques par la régulation spatio-temporelle de signaux intracellulaires. Notamment, ce 
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mécanisme d’activation spécifique serait associé à une dynamique de désensibilisation/re-

sensibilisation des RCPG, à des vagues d’adhésion/détachement locales et à la sélection des 

protrusions membranaires nécessaires à une migration chimiotactique efficace. Cette 

compétence spécifique aux récepteurs P2.58, et en particulier de l’UT, implique probablement 

une sélectivité fonctionnelle clef vis-à-vis des β-Arrestines. 



Abstract 

 
 

Abstract 

G protein-coupled receptors (GPCRs) display a form of conservation in term of 

structure and signaling mode but also show diversification, allowing specialization. An 

important specialization during evolution is undoubtedly the pro-chemoattractant capability 

that enables the development of organs and vascularization, or immune responses. These 

chemotactic behaviors may involve G protein couplings but also interaction with intracellular 

proteins including β-arrestins. However, still reside the questions on i) their ability to detect 

low concentrations / molecular gradients, ii) transducing the extracellular binding domain 

signal to the intracellular domain of the receptor, and iii) the modes of interaction of β-

arrestins to the cytosolic GPCR domains. Recent data provided by the high-resolution 

structures indicate that GPCRs are dynamic entities that adopt multiple conformations, i.e. 

active able to link different types of ligands to activate in a biased manner receptor coupling 

pathways, leading to functional selectivity. 

Based on previous works of the team, we hypothesized that urotensin II (UII)-derived 

peptides displayed unexpected physiological effects because of such biased signaling on the 

GPCR UT receptor. We determined the coupling to G proteins and β-arrestins of the UII-

activated UT receptor expressed in HEK293 using bioluminescence resonance energy transfer 

(BRET) biosensors, as well as the production of IP1-3 and cAMP using homogenous time-

resolved Forster resonance energy transfer (FRET) (HTRF)-based assays. We showed that 

activated UT coupled to Gi1, GoA, Gq, and G13, excluding Gs, and recruited β-arrestins 1 and 2. 

Integration of these pathways led to a 2-phase kinetic phosphorylation of ERK1/2 kinases. 

The tested peptides induced three different profiles: UII, urotensin-related peptide (URP), and 

UII4–11 displayed the full profile; [Orn8]UII and [Orn5]URP activated G proteins, although 

with pEC50s 5–10× higher, and did not or barely recruited β-arrestin; urantide also failed to 

recruit β-arrestin but displayed a reversed rank order of pEC50s for Gi and Gq vs. Go and was a 

partial agonist of all G-protein pathways. Interestingly, the peptides differently modulated cell 

survival but similarly induced cell migration and adhesion. Thus, we demonstrate biased 

signaling between β-arrestin and G proteins, and between G-protein subtypes, which dictates 

the receptor's cellular responses and may open therapeutic new opportunities.  

We thus addressed whether the chemotactic properties of UT, quite unexpected since the 

urotensinergic system was previously characterized as a potent vasoactive system, may evolve 

from a structural signature acquired early during evolution. Based on previous published data, 

it is proposed that an evolutionary ancestral deletion in TM2, leading to a repositioning of a 
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proline in 2.58, of some Rhodopsine-like GPCRs belonging to the PEP (peptide) receptor 

family, allowed expansion of the SO (somatostatinergic), CHEM (chemokine) and PUR 

(purinergic) receptors phylogenetically linked. Thus, by studying the PEP receptor prototype 

Kiss1R, exhibiting a proline in 2.59, and the UT and CXCR4 receptors, as respective 

prototypes of SO and CHEM receptor groups, we aimed to gain information on the role of 

this P2.58 in the acquisition of chemotactic behaviour. Thus, we have proceeded by 

engineering the P2.59 prototype Kiss1R and the two P2.58 UT and CXCR4 receptors by 

single mutation of Pro to Ala or insertion/deletion to reposition the Pro.  

We showed that wild-type and mutant Kiss1R, UT and CXCR4 expressed in HEK293 cells 

conserved expression levels and for most, binding capacities. The P2.58 UT and CXCR4 

receptors activated by UII and SDF-1α, exhibited Gq/Ca2+/IP1 (UT) and/or Gi/o and β-Arrestin 

2 couplings, as well ERK1/2 activation. They stimulated chemotactic migration via dynamic 

wave of assembly/disassembly of focal adhesions (FAs) associated with the selection of one 

prominent lamellipodia. In contrast, activation of the P2.59 Kiss1R receptor by Kisspeptin 

(KP-10) evoked Gq/Ca2+/IP1 couplings, and random migration through uncontrolled 

disassembly of FAs and production of many lamellipodia per cells. Single mutation or 

insertion/deletion mainly led to loss of Gq and/or Gi1 and Goa coupling capacities, establishing 

the key role of the proline in TM2 of Kiss1R, UT and CXCR4 in receptor activation. In 

addition, the P2.59 to P2.58 repositioning likely played a role in receptor re-sensitization, 

determinant for regulation of FAs assembly/disassembly and reduction of the number of 

lamellipodia.  

Thus, we propose that P2.58 receptors expanding during evolution, acquired a key 

competence to favor cell chemotactic migration under external ligand signals. This would be 

associated with a dynamic of receptor desensitization/resensitization and localized adhesion-

de-adhesion waves, selecting protrusions necessary for cell directed migration. This specific 

competence of P2.58 in general and the UT receptor in particular, likely involves a key 

functional selectivity towards β-arrestins. 
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Chapitre 1 : Les récepteurs couplés aux protéines G 

La capacité des cellules à communiquer entre elles et avec leur environnement est une 

caractéristique déterminante dans l’évolution des organismes multicellulaires. Cette 

sensibilité à l’environnement, i.e. la perception de signaux extérieurs, permet aux cellules, et 

plus généralement aux organismes de s’adapter par homéostasie. Au cours du XXème siècle, 

c’est dans les années 80 que furent découvertes de nombreuses protéines transmembranaires 

dans les systèmes eucaryotes, constituant une interface indispensable entre l’environnement 

extra- et intracellulaire. Appelées «récepteurs», ces protéines sont capables de détecter, de 

manière spécifique, des signaux endogènes (hormones, amines, peptides ou encore facteurs de 

croissance) ou exogènes (lumière, molécules odorantes ou gustatives). Ils relayent alors une 

réponse cellulaire via un mécanisme dit de «transduction du signal», et constituent ainsi un 

processus biologique fondamental dans l’activité de tous les organismes.  

Parmi les différentes familles de récepteurs identifiées, celle des récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG) est constituée d’environ 900 membres, ce qui la rend nettement 

majoritaire. Ces RCPG sont associés à de nombreux processus physiologiques, et donc 

physiopathologiques. Malgré une très faible identité dans leurs séquences nucléotidiques, les 

RCPG partagent une structure globale très conservée avec une organisation en 7 domaines 

transmembranaires (DTM). L’interaction avec leur(s) ligand(s) spécifique(s) provoque un 

changement de conformation qui, pour la plus part d’entres eux, permet le recrutement de 

protéines G hétérotrimériques. Ces dernières sont constituées d’une sous-unité α liée aux 

nucléotides guanosine diphosphate (GDP, état inactif de la protéine Gα) ou guanosine 

triphosphate (GTP, état actif de la protéine Gα), et d’un complexe hétérodimérique composé 

des sous-unités β et γ. Plus précisément, l’activation d’un RCPG entraine l’échange du GDP 

en GTP au niveau de la sous-unité α puis la dissociation du complexe βγ, conduisant ainsi la 

transduction d’un signal intracellulaire par les sous-unités α-GTP d’une part, et les complexes 

βγ d’autre part. Bien que les protéines G aient été les premières protéines identifiées pour leur 

interaction avec ces récepteurs (leur conférant ainsi leur nom), d’autres protéines sont 

aujourd’hui reconnues pour leur intervention dans la signalisation des RCPG. On peut 

notamment citer les β-arrestines et les RGS (Regulator of G-protein signaling), mais aussi des 

récepteurs membranaires de type chaperon, des RCPG ou des récepteurs à activité tyrosine-

kinase, via des interactions directes ou par transrégulation. 
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1. Découverte des récepteurs couplés aux protéines G 

1.1. De la « substance » au clonage 

C’est au tout début du XXème siècle que la notion de « substances » spécialisées dans la 

réception de signaux chimiques et capables d’agir sur le métabolisme cellulaire fût proposée 

par le Dr John Newport Langley de l’Université de Cambridge (Langley, 1905). Selon ses 

hypothèses, ces substances seraient capables dans un premier temps, de réagir à des stimuli 

chimiques, probablement par liaison, puis d’agir à travers des effecteurs, dans la cellule pour 

réguler son activité. Plusieurs décennies plus tard, et en se basant sur la capacité de 

l’adrénaline et la noradrénaline à stimuler ou non certains processus physiologiques, tels que 

la vasoconstriction ou la dilatation de la pupille, le Dr Raymond Perry Ahlquist (Medical 

College of Georgia, Augusta) étaye cette idée et propose l’existence de récepteurs 

adrénergiques spécifiques α et β sur la base de leur affinité pour les différents ligands 

adrénergiques testés (Ahlquist, 1948). Il faudra attendre le milieu des années 1970 pour que 

l’équipe du Dr Robert Joseph Lefkowitz démontre formellement l’existence de ces récepteurs, 

grâce à la technique de radiomarquage (iodation de l’adrénaline et suivi de sa fixation) 

développée au sein de son laboratoire (Mukherjee et al., 1975 ; Williams et Lefkowitz, 1978). 

Apparait alors le terme de récepteur couplé aux protéines G, avec les premières théories 

développées grâce à la mise en évidence de l’interaction du récepteur avec une protéine de 

liaison à la guanosine (guanine nucleotide regulatory proteins) que l’on désigne maintenant 

sous le terme de protéine G, et un modèle décrivant l'interaction réversible du récepteur (R) 

avec cette protéine G (Lean et al., 1980). Par la suite, le clonage du gène codant le récepteur 

β-adrénergique, puis l’analyse de son ADN complémentaire (ADNc) et de sa séquence 

protéique, ont permis de révéler une structure composée notamment de 7 domaines 

hydrophobes potentiellement transmembranaires (Kobilka et al., 1987). Cette conformation 

avait déjà été décrite pour le récepteur de la rhodopsine quelques années auparavant (Nathans 

et Hogness, 1983) et avait été suggérée comme représentative des protéines membranaires 

sensibles à la lumière (Dixon et al., 1986). Finallement, depuis ces années 1980 et avec la 

réussite des premières structures cristallisées de RCPG par l’équipe notamment du Dr Brian 

Kobilka, il est définitivement acquis que cette structure en 7 DTM est commune à l’ensemble 

des RCPG (Cherezov et al., 2007 ; Palczewski et al., 2000 ; Rasmussen et al., 2007). Les 7 

DTM sont organisés en hélices α reliées connectées par des random coils que l’on retrouve au 

niveau intracellulaire (boucles i1 à i3) et extracellulaire (boucles e1 à e3). Ils constituent les 

séquences protéiques les plus conservées dans la grande famille des RCPG. L’extrémité N-
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terminale de longueur variable est située au niveau extracellulaire, tandis que l’extrémité C-

terminale, elle aussi de longueur variable voire absente, est cytosolique. 

Cette homologie structurale a été mise à profit dans les années 80 pour identifier de 

nouveaux RCPG. Proposée par le groupe de Civelli et al. (1988), puis reprise par de 

nombreux laboratoires, la première stratégie technologique a consisté à réaliser une PCR 

(polymerase chain reaction) sur un banque génomique de Rat, utilisant des oligo-nucléotides 

ciblant la séquence du récepteur β2-adrénergique mais dégénérés (mélanges d'oligonucléotides 

de séquences partiellement homologues) offrant ainsi la possibilité d’hybridation sur des 

gènes dont la séquence permet le codage de segments protéiques hydrophobes typiques des 

RCPG. C’est ainsi que le récepteur de type 2 de la dopamine (D2) a été cloné (Bunzow et al., 

1988), ouvrant la voie au clonage de nombreux autres récepteurs par la suite. Pour autant, 

c’est principalement le séquençage du génome humain complet et son analyse qui ont permis 

d’identifier les gènes codant d’autres RCPG (Lander et al., 2001). 

Dans la mesure où plupart des RCPG ont été caractérisés sur la base de leur homologie de 

séquence avec des RCPG modèles tels que le récepteur β2-adrénergique ou le récepteur de la 

rhodopsine, pour certain, les ligands restaient inconnus, ils ont donc été appelé récepteurs 

«orphelins». 

 

1.2. Désorphanisation des récepteurs couplés aux protéines G 

Codés par plus de 900 gènes, soit environ 2% du génome humain, les RCPG représentent 

la plus large famille de protéines transmembranaires du protéome (Lander et al., 2001). Leur 

distribution ubiquiste, la grande diversité de signaux capables de les activer, leur spécificité et 

leurs diverses voies de transduction soulignent leur rôle prépondérant dans la régulation de 

nombreuses fonctions physiologiques. Ainsi, un tiers environ des thérapies actuelles cible ce 

type de récepteurs (Rask-Andersen et al., 2011). La désorphanisation de RCPG, c'est-à-dire la 

découverte du/des ligand(s) endogène(s) d’un récepteur orphelin, constitue une première étape 

de compréhension du rôle physiologique des RCPG et du développement de nouveaux agents 

thérapeutiques potentiels. Connue sous le terme « pharmacologie inverse », cette stratégie très 

couramment utilisée pour l’identification de ligands de RCPG orphelins (Libert et al., 1991) 

consiste à induire l’expression d’un RCPG orphelin d’intérêt dans des cellules eucaryotes 

(souvent des lignées de type HEK293 (human embryonic kidney-293), CHO (chinese hamster 

ovary cells) etc), puis à cribler une banque de ligands potentiels sur une série de tests 

fonctionnels. Trois approches sont employées dans la caractérisation d’un ligand : i) isolation 

de molécules naturelles à partir d’extraits de tissus, ii) criblage d’une chimiothèque et iii) 
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prédiction de ligands peptidiques par approche bioinformatique en comparant par homologie 

de séquence les RCPG orphelins aux RCPG dont le ligand est connu. Ces approches se basent 

sur la détection de seconds messagers produits après interaction du ligand avec le RCPG tels 

que le calcium (Ca2+), l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), l’acide arachidonique 

voire l’internalisation du récepteur (Civelli et al., 2006). Une autre technique consiste à 

mesurer la liaison du γ-35S-GTP consécutive à l’activation du RCPG à partir d’extraits 

membranaires. L’ensemble des travaux réalisés sur les 20 dernières années a permis de 

désorphaniser de nombreux RCPG, permettant par la suite la caractérisation des fonctions 

biologiques et physiologiques qui leurs sont associées.  

La plupart des ligands identifiés par ces approches sont de nature peptidique, comme les 

nociceptines capables de lier le récepteur opioid receptor-like 1 (Meunier et al., 1995). 

Malgré ces résultats probants, cette stratégie revêt certaines contraintes et n’a pas permis de 

désorphaniser tous les RCPG et de fait, des banques de molécules ont été mises à profit pour 

associer de nombreux RCPG à des ligands déjà connus. C’est ainsi que l’urotensine II (UII) et 

par exemple la neuromédine U (NMU) ont été identifiés comme ligand endogène du récepteur 

UT (ou UTS2R) (Mori et al., 1999) et du récepteur NMUR (Kojima et al., 2000), 

respectivement.  

L’étude phylogénétique des RCPG orphelins peut aussi mettre en exergue des parentés 

entre récepteurs. Ainsi, des RCPG partageant de fortes similitudes dans leurs séquences, 

notamment celles codant les régions des RCPG impliquées dans la liaison, répondent 

classiquement aux mêmes types de ligands. Il est donc possible de prédire la catégorie de 

ligands potentiels à utiliser lors du criblage. Ainsi, le criblage ciblé des RCPG sans ligand 

connu a permis d’élargir le panel de RCPG maintenant désorphanisés. Malgré les efforts de la 

communauté scientifique, 140 RCPG sont toujours considérés comme orphelins (Tang et al., 

2012), et la question même de la liaison d’un molécule endogène pour l’activation peut se 

poser.  

 

2. Structure des récepteurs couplés aux protéines G 

En l’espace d’une dizaine d’années, et grâce aux comparaisons de séquences et de 

structures cristallographiques de RCPG de différentes classes, les connaissances sur la 

structure des RCPG dans leur état actif ou inactif ont beaucoup évoluées.  En effet, depuis la 

structure cristallographique du récepteur de la rhodopsine, l’analyse cristallographique des 

RCPG a été limitée par leur caractère hydrophobe qui nécessite l’utilisation de détergent, 

l’ajout de composés additifs pour améliorer la stabilité du récepteur et préserver sa structure 
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tridimensionnelle, et enfin par leur flexibilité, l’ensemble constituant un obstacle pour 

l’obtention de cristaux de qualité. Pour ces raisons, les modifications post-traductionnelles 

ainsi que les parties N- et C-terminales sont retirées, ce qui limite la compréhension de leur 

structure et de leur rôle. La fusion de la protéine du lysozyme T4 à l’extrémité intracellulaire 

des DTM5 et 6, à la place de la boucle i3, des mutations ou l’utilisation d’anticorps 

(dénommés nanobodies : anticorps à domaine unique dérivés des immunoglobulines 

atypiques de camélidés) dans le but de stabiliser les RCPG dans un état et une structure 

donnée peuvent également affecter la mobilité des DTM et ainsi influencer la structure 

globale des récepteurs. Ainsi, ces étapes de purification et de cristallisation des RCPG 

induisent potentiellement des biais dans l’analyse de leur structure (Venkatakrishnan et al., 

2013).  

La comparaison de près de 200 séquences de RCPG a révélé qu’ils sont constitués de 300 à 

1500 acides aminés. Bien qu’il y ait peu d’homologie de séquence entre les RCPG des 

différentes familles (cf. § 3, pages 15 à 23), leur structure générale comprend nécessairement 

une partie extracellulaire N-terminale, 7 DTM (DTM1 à 7) structurés en hélices α, trois 

boucles extracellulaires (e1 à e3) et trois boucles intracellulaires (i1 à i3), et un domaine C-

terminal comprenant l’extrémité carboxyle de la protéine. On peut également observer une 

8ème hélice α cytosolique, consécutive au DTM7, orientée parallèlement à la membrane 

plasmique, et généralement ancrée par l’association de palmitates aux cystéines très 

conservées qu’elle comprend (Figure 1). 

 

 

Figure 1. Structure générale d'un RCPG. A. Représentation schématique des 7 DTM (DTM1 à DTM7), de la 
partie N-terminale (Nterm), des boucles extracellulaires (e1 à e3) et intracellulaires (i1 à i3), de la 8ème hélice α (H8) 
ancrée à la membrane grâce à une palmitoylation (vvvv), et de la queue C-terminale (Cterm). B. Structure 
cristallographique du récepteur β1-adrénergique de dinde (Meleagris gallopavo) lié à un agoniste (le carmotérol, 
dont les atomes de carbone (jaune), d’oxygène (rouge) et d’azote (bleu) sont représentés). Les extrémités Nterm et 
Cterm du récepteur β1-adrénergique, ainsi que les DTM1 à DTM4 et l’e2 sont indiqués (d’après Warne et al., 
2008). 
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D’une manière générale, la partie extracellulaire intervient dans l’accessibilité du ligand; la 

région transmembranaire correspond au cœur structurel de la protéine et forme notamment la 

poche de liaison du ligand, liaison qui induit un réarrangement des DTM. Ce changement 

conformationnel permet alors la transduction du signal via l’interaction entre l’interface 

intracellulaire (queue C-terminale et boucles i1 à i3) et des protéines cytosoliques de 

signalisation telles que les protéines G ou les β-arrestines. 

 

2.1. Les domaines extracellulaires des récepteurs couplés aux protéines G 

Comprenant la partie N-terminale et les boucles e1 à e3, cette partie est la plus variable en 

termes de séquence et consécutivement de structure (Lagerström et Schiöth, 2008). Elle 

comporte des motifs de N-glycosylation, impliqués dans l’adressage à la membrane 

plasmique plus ou moins conservés dans la région N-terminale, ainsi qu’un pont disulfure 

entre une cystéine située dans l’extrémité extracellulaire du DTM3 et une cystéine de la 

boucle e2. Très conservé parmi une large partie des RCPG, ce pont disulfure participerait à 

l’intégralité structurale du récepteur, au transport à la membrane plasmique et à la liaison du 

ligand (Savarese et al., 1992), ainsi qu’à la signalisation du RCPG (Kosugi et Mori, 1994). Il 

ne s’agit toutefois pas d’une généralité, comme l’atteste la structure de certains récepteurs 

dépourvus de ce pont disulfure, e.g. les récepteurs du sphingosine-1-phosphate et de l’acide 

lysophosphatidique.  

La région extracellulaire est particulièrement sollicitée dans la liaison des ligands 

peptidiques, tels que la vasopressine (Conner et al., 2007), l’endothéline-1-2 (Arai et al., 

1993) ou les opioïdes (Dietrich et al., 1998), mais aussi des ligands de grande taille comme 

les hormones glycoprotéiques, telles que la thyroid-stimulating hormone (TSH) (Perlman et 

al., 1995). On distingue deux types d’arrangements de la région extracellulaire des récepteurs 

de classe A ou rhodopsine (cf § 3) : certaines sont disposées de telle sorte qu’elles occluent la 

poche de liaison du ligand tandis que d’autres laissent un vaste espace ouvert permettant à 

l’agoniste d’atteindre la poche de liaison située au sein des DTM. Ces deux mécanismes 

dépendent principalement du caractère hydrophobe ou hydrophile du ligand. À titre 

d’exemple, la partie N-terminale et la boucle e2 de la rhodopsine adoptent chacune, grâce à la 

présence de deux feuillets β, une conformation qui permet de recouvrir le rétinol 11-cis, 

ligand hydrophobe lié de façon covalente au récepteur, ce qui prévient son hydrolyse 

(Palczewski et al., 2000). Pour les récepteurs de molécules solubles dans l’eau, il n’existe pas 

de structure fondamentalement conservée, l’e2 peut-être organisée en hélice α, feuillet β ou 

encore seulement partiellement structurée. Cependant, les simulations de dynamique 
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moléculaire suggèrent que l’e2 serait nécessaire par exemple, aux premières étapes de 

reconnaissance et de sélection du ligand par les récepteurs β-adrénergiques (González et al., 

2011). Plusieurs études indiquent que la délétion de ce domaine N-terminal augmente 

l’expression membranaire des récepteurs aux cannabinoïdes, du GPR37 et du récepteur α1D-

adrénergique (Andersson et al., 2003; Dunham et al., 2009; Hague et al., 2004), suggérant 

son rôle important dans l’adressage de certains RCPG à la membrane plasmique. De fait, cette 

région serait majoritairement impliquée dans les processus précédant l’activation des RCPG 

de classe A, tels que l’adressage à la membrane et la liaison du ligand.  

 

2.2. Domaines transmembranaires des récepteurs couplés aux protéines G 

Les DTM des RCPG présentent une conformation en hélices hydrophobes de type α, 

ancrées dans la membrane, assurant le lien entre l’environnement extra- et intracellulaire. Ils 

relaient, via des changements de conformation induits par la liaison du ligand depuis la partie 

extracellulaire jusque dans la partie intracellulaire, les mécanismes indispensables à 

l’établissement d’une cascade de signalisation par le recrutement ou l’implication de protéines 

cytosoliques ou membranaires. Et pour certains récepteurs, les DTM constituent le site de 

liaison du ligand.  

 

2.2.1. Structure générale 

Les DTM forment le « cœur » des RCPG, élément central dans l’activation des récepteurs. 

Leurs 7 DTM sont disposés de manière globulaire délimitant un « pore » central, chaque 

DTM étant orienté dans le sens inverse des aiguilles d’une montre, excepté le DTM3 qui 

occupe une position centrale au sein des autres DTM (Figures 1 et 2).  

 

Figure 2. Structure 

cristallographique du récepteur 
opioïdergique µ de Rat. Vue 
depuis le plan membranaire, les 
domaines extracellulaire et 
intracellulaire du récepteur µ liés 
à un an-tagoniste irréversible 
spécifique des récepteurs µ et κ 
(le β-funaltrexamine, β-FNA). On 
peut remarquer la position 
centrale du DTM3, qui est en 
étroite interaction avec 
l’antagoniste (d’après Manglik et 

al., 2012). 
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Les différentes hélices présentent un degré d’inclinaison variable par rapport au plan de la 

membrane plasmique, conférant aux RCPG une forme en V, la partie la plus ouverte étant du 

coté extracellulaire (Figure 2). Les hélices sont reliées par des boucles intra- et 

extracellulaires random coils hydrophiles et leur structure tertiaire est stabilisée par des 

interactions non covalentes inter-hélices de type ionique (Shapiro et al., 2002) ou liaisons 

hydrogènes (Gray et Matthews, 1984). La comparaison des structures cristallographiques de 

différents RCPG révèle que seules les positions de ces interactions sont conservées et situées 

dans les régions centrales ou cytoplasmiques des DTM ; les résidus impliqués sont quant à 

eux variables. Ainsi, il existe une forte interaction entre les DTM1-DTM2, DTM3-DTM4, 

DTM3-DTM5 et DTM3-DTM6-DTM7, selon la comparaison de 17 structures 

cristallographiques de RCPG de la classe A ou rhodopsine (cf. § 3.) (Figure 3A) 

(Venkatakrishnan et al., 2013).  

 

 

Figure 3. Représentation du réseau d'interactions entre les DTM des RCPG. A. Interactions entre les DTM 
de 17 RCPG de la classe A. Deux résidus sont considérés en contact si la distance entre deux de leurs atomes est 
inférieure ou égale à la distance d’interaction de van der Waals (correspondant à la somme des rayons de van der 
Waals de chacun des atomes, majorée de 0,6Å). L’épaisseur des jonctions entre les DTM est proportionnelle au 
nombre d’interaction entre ceux-ci (d’après Venkatakrishnan et al., 2013). B. Interactions retrouvées dans au 
moins 23 des 24 structures de RCPG de classe A étudiées. Les interactions communes à toutes les classes de 
RCPG sont en violet, tandis que celles retrouvées uniquement dans les RCPG de classe A sont en orange 
(d’après Cvicek et al., 2016). 

Une seconde étude, menée par Cvicek et al. en 2016 et portant sur l’alignement de 

structures de 26 RCPG de différentes classes, met quant à elle en évidence des interactions 

fortement conservées entre les DTM4-DTM2-DTM3 et DTM1-DTM2-DTM7 (Figure 3B), le 

DTM2 jouant un rôle interactionnel central dans ce cas. Particulièrement, l’interaction entre 
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les résidus en position 2.45 et 3.42 selon la nomenclature proposée par Ballesteros et 

Weinstein en 1995 est conservée entre toutes les classes de RCPG (Cvicek et al., 2016). 

La nomenclature proposée par Ballesteros et Weinstein permet de préciser la position 

relative d’un acide aminé d’un segment transmembranaire par rapport au résidu le plus 

conservé au sein du DTM, arbitrairement assigné à la position 50 (Figure 4).  

 

Figure 4. Alignement de séquences des domaines transmembranaires (DTM) des RCPGs représentatifs 

des 4 branches majeures de la classe A ou rhodopsine, selon la numérotation de Ballesteros & Weinstein. 
Cette numérotation, qui est basée sur la présence de résidus hautement conservés dans chacun des 7 DTM se 
compose de annotations : la première indique l'hélice (DTM1 à 7) et la seconde, la position du résidu considéré 
par rapport au résidu le plus conservé de l’hélice, défini comme le nombre 50. Le résidu le plus conservé de 
chaque domaine (X.50, boite orange) est marqué par une flèche. Les résidus constituant la poche Na+ sont 
encadrés en vert. La lettre grecque entre parenthèses à la droite du nom du récepteur indique la branche de la 
classe A ou Rhodospine à laquelle le RCPG appartient. Abréviations: A2AAR, récepteur A2A de l’adénosine ; 
β1AR, récepteur β1-adrénergique; δ-OR, récepteur opioïde δ ; NTSR1, récepteur de la neurotensine de type 1; 
PAR1, récepteur de la thrombine. 
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Le chiffre précédant la position relative correspond quant à lui au DTM en question. Ainsi, 

dans l’exemple sus-cité, la position 2.45 fait référence au 5ème acide aminé en amont de 

l’acide aminé le plus conservé du DTM2 (Ballesteros et Weinstein, 1995). 

Bien qu’elles soient ancrées dans la membrane plasmique, les hélices α sont composées de 

résidus hydrophobes pour les uns et hydrophiles pour les autres. En effet, l’ancrage à la 

membrane nécessite un caractère hydrophobe des résidus, tandis que la partie supérieure des 

DTM, exposée à l’environnement extracellulaire et constituant ainsi la poche de liaison du 

récepteur, nécessite des résidus polaires, ou hydrophiles. Ainsi, les chaînes latérales des 

résidus hydrophiles sont orientées vers le centre du RCPG, e.g. vers le site de liaison du 

ligand, tandis que les chaînes des résidus hydrophobes sont dirigées vers la bicouche 

lipidique. On peut donc considérer que les hélices transmembranaires de RCPG sont 

amphiphiles (Crasto, 2010). Il existe une complémentarité entre les charges présentes sur les 

chaines latérales des DTM au niveau de la poche de liaison et les charges portées par le 

ligand. À titre d’exemple, la neurotensine, peptide de 13 acides aminés, agoniste endogène du 

RCPG NTSR1 (Neurotensin Receptor 1), possède des charges positives sur les chaines 

latérales des arginines (Arg8 et Arg9), alors que le récepteur quant à lui présente des charges 

négatives au niveau de la poche de liaison (Krumm et Grisshammer, 2015).  

 

2.2.2. Importance des prolines dans la conformation des DTM 

La proline (P) est le seul acide aminé cyclique pyrrolidique et contient une amine non-

primaire, dite secondaire, qui modifie ainsi ses capacités d’interaction avec d’autres résidus 

présents dans une séquence peptidique donnée. En effet, la perte de la liaison hydrogène intra-

hélice entre le cycle pyrrolidique de la proline et l’oxygène du groupe carbonyle du résidu du 

tour d’hélice précédent (c’est à dire positionné en i-4, i étant la position de la proline) requiert 

une adaptation de la conformation α pour éviter un encombrement stérique et assurer une 

stabilisation de la structure de l’hélice. Cette dernière se distord donc légèrement, créant ainsi 

des structures que l’on nomme selon leurs caractéristiques « cassures en coude », 

« renflements π » ou encore « distorsions non-canoniques », et qui se traduisent par un 

changement dans l’orientation de l’hélice (Cordes et al., 2002). L’angle moyen de la courbure 

induite par la présence d’une proline est situé autour de 20° (Chakrabarti et Chakrabarti, 

1998; Deupi et al., 2004).  

La présence, en amont ou en aval, de certains acides aminés, tels qu’une sérine (S) ou une 

thréonine (T), fréquemment retrouvés dans les DTM, peut diminuer ou accentuer ces 

distorsions causées par les prolines. Les motifs S/TxP et S/T-P accentuent la courbure en 
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augmentant à la fois l’angle induit par la proline et l’angle de torsion de l’hélice, tandis que 

les motifs S/TxxP, PxS/T et PxS/T diminuent ces paramètres (Deupi et al., 2004; Weber et 

al., 2012). Puisqu’elles compromettent la stabilité des hélices α, les prolines sont 

généralement absentes de ces structures, à l’exception des DTM des RCPG.  

Ces prolines représentent parfois l’acide aminé le plus conservé des DTM des RCPG, ce 

qui leur confèrerait un rôle clef évolutif. En modifiant la courbure, l’orientation des DTM 

mais aussi leur flexibilité, les résidus prolines participent donc à l’ouverture de la poche de 

liaison, l’orientation de certains résidus impliqués dans le site de liaison du ligand, ainsi qu’à 

l’orientation de la partie intracellulaire des DTM. Plusieurs études ont montré que la 

modification des motifs S/TxP et les changements d’orientation des DTM, particulièrement de 

leur domaine cytosolique C-terminal, sont associés aux mécanismes d’activation des RCPG 

(Govaerts et al., 2001; Miura et Karnik, 2002). La superposition des structures 

cristallographiques du récepteur β2-adrénergique lié à des agonistes, agonistes inverses ou 

antagonistes montre, lors de l’activation de ce récepteur, un mouvement systématique de la 

région proche de la proline P2.59 du DTM2 vers le DTM3 ainsi qu’un rapprochement de 

l’angle du DTM5 vers les DTM3 et DTM4 (Van der Kant et Vriend, 2014). De la même 

manière, la superposition des structures cristallographiques du DTM6 de ce même récepteur 

lié à un antagoniste (récepteur dans un état inactif), à une protéine G ou à un nanobody 

stabilisant son état actif, montre que lors de l’activation, si l’angle créé par la proline 

conservée en 6.50 reste identique, la partie intracellulaire du DTM6 est très mobile (Figure 5). 

 

En conclusion, les prolines des DTM sont étroitement impliquées dans les mécanismes de 

transduction du signal par les RCPG, depuis la liaison du ligand jusqu’à l’activation des 

RCPG et le recrutement de protéines intracellulaires telles que les protéines G.  

Figure 5. Changements de conformation du 

TM6 du récepteur β2-adrénergique au cours 
de l’activation. Structures de l’état inactif (code 
Protein Data Bank (PDB) 2RH1, gris), de l’état 
actif du récepteur lié à un nanobody (code PDB 
3P0G, jaune) ou à une protéine G (code PDB 
3SN6, vert) superposées au niveau de la partie 
extracellulaire au dessus de la proline 6.50 
(rectangle gris) (d’après Katritch et al., 2013). F, 
phenylalanine ; W, tryptophane ; E, acide 
glutamique. P, proline. 
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2.3. Régions intracellulaires 

Ces régions comprennent les boucles intracellulaires i1 à i3 ainsi que le fragment carboxy-

terminal pouvant lui-même se structurer en partie sous forme d’une huitième hélice α ancrée à 

la membrane plasmique via la palmitoylation de résidus cystéines qu’il contient. Les boucles 

intracellulaires et la région C-terminale contiennent des acides aminés responsables de 

l’interaction du RCPG avec des partenaires protéiques cytosoliques (Katritch et al., 2012; 

Rasmussen et al., 2007). En accord avec les structures cristallographiques résolues, les 

boucles intracellulaires i1 et i2 sont généralement assez courtes, et structurées parfois en 

hélices comprenant jusqu’à deux tours. Alors que la structure de la boucle i1 est largement 

conservée dans les RCPG cristallisés à ce jour, celle de la boucle i2 est beaucoup plus 

variable. Or, après activation par fixation du ligand, cette boucle i2 est classiquement 

reconnue dans l’interaction entre le RCPG et une sous-unité α des protéines G (Katritch et al., 

2012). Un des points conservés dans cette boucle intracellulaire est la présence d’une arginine 

(R) ou d’une tyrosine (Y) qui forme une interaction ionique avec l’asparagine (D) du motif D-

R-Y de l’extrémité cytosolique du DTM3, rapprochant ainsi l’i2 des domaines 

transmembranaires. Cette interaction est donc impliquée dans la stabilité de la structure 

globale des RCPG, comme cela a été montré grâce à la résolution de la structure 

cristallographique du récepteur β1-adrénergique complexé à un antagoniste de haute affinité 

(Warne et al., 2008). Peu structurées, flexibles et donc fréquemment tronquées lors des études 

de cristallographie, les structures de la boucle i3 et de la région C-terminale restent les moins 

documentées. Pour autant, il est reconnu que ces régions, généralement longues et souples et 

dépourvues de structure ordonnée, participent directement à la reconnaissance spécifique de 

partenaires protéiques, et sont nécessaires à leur activation et/ou leur fonction (Gsponer et 

Babu, 2009). 

L’extrémité C-terminale des RCPG peut comprendre des sites de palmitoylation, à savoir 

des cystéines (C) sous le motif CxxxC. La palmitoylation est une modification post-

traductionnelle nécessaire à l’ancrage à la membrane plasmique d’une 8ème hélice. Ces sites 

joueraient donc un rôle clé dans la fonctionnalité et la stabilité de la conformation des RCPG, 

ainsi que dans leur homodimérisation (Zheng et al., 2012). L’extrémité C-terminale peut 

également comprendre des sites de phosphorylation (résidus sérine et thréonine, notamment) 

opérée par diverses kinases partenaires des RCPG, tels que les GRKs (G-protein-coupled 

receptor kinases), par des protéines kinases de type A ou C (PKA, PKC), ou encore par des 

récepteurs à activité tyrosine-kinase (RTK). Une fois phosphorylés, ces résidus constituent 

des motifs qui peuvent être reconnus par des protéines partenaires, servir de plateforme pour 
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ces protéines, et être indispensables à leurs fonctions (Nobles et al., 2011). Pour exemple, les 

GRKs phosphorylent le domaine C-terminal ou bien la boucle i3 des RCPG, conférant alors 

une forte affinité pour les β-arrestines, qui peuvent ainsi êtres recrutées par le récepteur. Les 

β-arrestines initient un certains nombres de mécanismes, tels que la désensibilisation du 

récepteur par découplage des protéines G via encombrement stérique (Lohse et al., 1990), 

l’internalisation du récepteur par recrutement de clathrine et de protéines adaptatrices telles 

que la protéine AP-2 (Adaptor protein complex 2) (Wolfe et Trejo, 2007), mais aussi le 

rapprochement d’autres partenaires protéiques, cytoplasmiques ou membranaires. 

 

3. Classification des récepteurs couplés aux protéines G 

Bien que les RCPG partagent une structure commune, certaines caractéristiques permettent 

de les distinguer et de les classer dans différentes familles. Cependant, que l’on se base sur 

l’homologie de séquence, de structure, le mode de liaison du ligand ou sur leur parenté 

phylogénique, le grand nombre de RCPG rend difficile l’élaboration d’un système de 

classification global.  

 

3.1. La classification structurelle  

Anciennement la plus utilisée, cette première classification fût proposée au début des 

années 90 par la bioinformaticienne Teresa K. Attwood et son collègue John B. C. Findlay de 

l’Université de Leeds. Celle-ci repose sur l’identification, par analyse des séquences 

protéiques des domaines transmembranaires des RCPG répertoriés chez les vertébrés et 

invertébrés, d’empreintes appelées « fingerprints » conservées au sein de certains groupes de 

RCPG (Attwood et Findlay, 1994). Six classes (A à F) ont ainsi été proposées : Rhodopsine 

(A), Sécrétine (B), Métabotropique glutamate (C), Fungal pheromone (D), AMPc (E) et 

Frizzled smoothened (F). Chez l’Homme, les classes A, B et C sont majoritaires. En 1994, 

une première base de données (la G protein Coupled Receptor Database), regroupant les flux 

d’informations exponentielles sur les RCPG, sont construites sur cette méthode de 

classification et participe ainsi à sa reconnaissance par l’ensemble de la communauté de 

chercheurs spécialistes des RCPG (Kolakowski, 1994). Les membres RCPG d’une même 

classe, partagent des homologies de séquence, de structure, et de mode de liaison du ligand. 

Comprenant à elle seule 670 membres (dont environ 400 récepteurs olfactifs), la classe A 

constitue la plus grande famille de RCPG (avec 80% des RCPG répertoriés), probablement 

aussi la plus étudiée. Elle comporte effectivement 23 des 28 récepteurs dont les structures 

cristallisées à haute résolution sont élucidées e.g. la rhodopsine (Palczewski et al., 2000), le 
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récepteur β2-adrénergique (Rasmussen et al., 2007), le récepteur du stromal cell-derived 

factor 1 (SDF-1α), C-X-C receptor 4 (CXCR4) (Wu et al., 2010) ou encore le récepteur µ-

opioïde (Manglik et al., 2012). Les récepteurs de classe A sont capables de lier une grande 

variété de composés tels que les molécules dites odorantes, les peptides, les hormones, les 

glycoprotéines, les chimiokines ou encore des neurotransmetteurs classiques. Les homologies 

de séquence entre les récepteurs de la classe A sont très faibles : elles reposent sur la 

conservation de quelques rares résidus, principalement situés dans les DTM, qui joueraient un 

rôle primordial dans leur structure et fonctionnalité. Plus précisément, il s’agit du motif D(E)-

R-Y(V) à la jonction entre le DTM3 et la i2, le motif NPxxY dans le TM7, ou encore deux 

cystéines présentes au niveau des boucles e1 (ou à l’extrémité extracellulaire du DTM3) et e2 

qui forment un pont disulfure caractéristique de nombreux RCPG, ainsi qu’un acide aminé 

très conservé dans chacun des DTM (position 50 d’après la classification de Ballesteros). 

En 1999, les Drs Joël Bockaert et Jean-Philippe Pin ont proposé de sous-diviser la classe A 

en trois groupes selon des parentés phylogénétiques et selon leur mode de liaison au ligand 

(Bockaert et Pin, 1999) (Figure 6). Le groupe 1a comprend les récepteurs de petites 

molécules, comme les récepteurs adrénergiques et la rhodopsine. Le site de liaison est situé 

entre les DTM, e.g. dans le coeur des RCPG, dans une cavité formée par les DTM3, 5 et 6. Le 

groupe 1b compte notamment les récepteurs des peptides et des cytokines, et le site de liaison 

inclut la partie N-terminale des RCPG, les boucles extracellulaires ainsi que la partie 

supérieure des DTM. Le groupe 1c est caractérisé par un large domaine extracellulaire N-

terminal. Le site de liaison est principalement composé de la partie N-terminale des 

récepteurs, ainsi que des e1 et e2. 

Avec 20 membres, les récepteurs de classe B forment la deuxième famille de RCPG, 

incluant les récepteurs de certaines hormones et certains neuropeptides, e.g. le Growth 

hormone releasing hormone receptor ou le récepteur du Vasoactive intestinal polypeptide. 

Cette classe peut être divisée en deux groupes distincts : le groupe Secretin et le groupe 

Adhesion. Les RCPG de classe B partagent un large domaine N-terminal extracellulaire, 

pouvant aller jusqu’à 300 acides aminés, dont de nombreuses cystéines très conservées qui 

permettent la formation d’un réseau de ponts disulfures.  

Les récepteurs de classe C sont caractérisés par leur très large domaine N-terminal 

extracellulaire dont la taille varie entre 300 et 600 acides aminés (contre quelques dizaines 

pour les récepteurs de la classe A) organisé en deux lobes. 
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Figure 6. Représentation shématique des différentes classes de RCPG humains. Schématisation des RCPG 
de classe A (et des familles 1a, 1b et 1c), B et C, ainsi que du site d’interaction avec leur ligand naturel (orange). 
Les seuls motifs conservés entre les RCPG de classe A, B et C sont les cystéines du DTM3 et de l’e2 formant un 
pont disulfure (représenté en vert). Les résidus et motifs communs aux RCPGs de classe A sont indiqués en bleu. 
On peut noter la conservation d’un résidu dans chaque hélice, le motif DRY (qui peut aussi être ERY), et une 
cystéine de la région C-terminale pouvant être un point de palmytoylation servant d’ancrage à la 8ème hélice α. La 
famille 1a comprend les récepteurs des petits ligands, comme les récepteurs d’odorants ou les récepteurs β-
adrénergiques. Le site de liaison est situé au sein des DTM. La famille 1b inclue les récepteurs aux peptides qui 
se fixent sur un site constitué de la partie N-terminale, des boucles extracellulaires et de la partie supérieure des 
DTM. La famille 1c comprend les récepteurs des hormones glycoprotéiques qui interagissent principalement au 
niveau de l’extrémité extracellulaire composée de la partie N-terminale et des e1 et e2. La classe B est 
caractérisée par une large partie N-terminale qui contient de nombreuses cystéines impliquées dans un réseau de 
ponts disulfure. Les motifs et résidus conservés au sein de cette classe sont indiqués en mauve. La classe C est 
caractéristique des ligands de très petite taille, comme les ions ou le GABA (acide gamma-aminobutyrique). Ces 
récepteurs possèdent une partie N-terminale organisée en deux lobes, spécialisés dans la liaison du ligand. Cette 
structure particulière est appelée Venus fly-trap. Le motif NEAK, conservé au sein de cette famille, est indiqué 
en violet (adaptée d’après Bocaert et Pin, 1999).  

 

Appelée Venus fly-trap en référence à la plante carnivore Dionaea muscipula, cette 

structure abrite une cavité impliquée dans la liaison du ligand. Cette famille compte par 

exemple les récepteurs métabotropiques glutamatergiques (mGluR1 à mGluR8), 

GABAergiques (Gamma-aminobutyric acid ; GABAR1a-f/GABAR2a-c) ou encore le 

récepteur sensible au calcium CASR (Calcium sensing receptor). 

Les classes D et E (soit Fungal pheromone et AMPc) correspondent aux récepteurs de 

phéromones uniquement retrouvés chez la levure. Les récepteurs de classe F correspondent 
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quant à eux aux récepteurs AMPc de l’espèce Dictyostelium discoideum (Attwood et Findlay, 

1994). 

Cette première classification n’est basée que sur l’analyse des DTM des RCPG, et n’est 

pas spécifique des RCPG humains. Ainsi, les familles D, E et F ne sont pas représentées chez 

l’Homme, et les familles A comprennent des récepteurs de l’opsine des invertébrés et des 

archaebactéries. C’est pour cela qu’une nouvelle classification des RCPG répertoriés dans le 

génome humain uniquement, a été proposée moins de dix ans plus tard par Fredriksson et al. 

(Fredriksson et al., 2003). 

 

3.2. Classification phylogénétique des récepteurs couplés aux protéines G humains 

Sous l’acronyme GRAFS : Glutamate, Rhodopsine, Adhésion, Frizzled/Taste et Sécrétine, 

cette classification en cinq familles repose sur l’analyse de distances phylogéniques entre 

séquences (« neighbour-joining ») de 342 gènes de RCPG humains non-olfactifs. Il s’agit de: 

Glutamate (G, 15 RCPG, qui correspondent à la classe C), Rhodopsine (R, 701 RCPG dont 

241 non-olfactifs, qui correspondent à la classe A), Adhésion (A, 24 RCPG, qui équivalent à 

la classe B), Frizzled/taste2 (F, 24 RCPG) et Sécrétine (S, 15 RCPG, qui appartiennent à la 

classe B) (Figure 7).  

 

Figure 7. Classification GRAFS des RCPG humains.Relations phylogénétiques entre les RCPG humains. 
L’arbre a été obtenu en utilisant la méthode de maximum de parcimonie. La position de la famille Rhodopsine a 
été déterminée en analysant vingt RCPG lui appartenant, choisis de manière aléatoire (d’après Fredriksson et al., 
2003). 
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Toujours sur la base des distances phylogénétiques, quatre groupes principaux se dégagent 

(α, β, γ et δ) de la classe Rhodopsine, particulièrement riche; ces groupes comprennent eux-

mêmes différentes branches, ou clusters déterminés par la méthode de maximum de 

parcimonie (méthode statistique non-paramétrique permettant de construire des arbres de 

classification hiérarchique et de choisir l’arbre le plus probable en sélectionnant celui qui 

contient le moins de changements évolutifs).  

Le groupe α comprend 89 RCPG répartis en cinq clusters: les récepteurs des 

prostaglandines (PTGR), des amines (AMIN), des opsines (OPN), de la mélatonine (MTN) et 

les récepteurs MECA (Melanocortin, Endothelial differenciation G-protein coupled 

receptors, Cannabinoid and Adenosin binding receptors) (Figure 8).  

 

Figure 8. Relations phylogénétiques entre les RCPG du groupe α de la classe Rhodopsine. L’arbre a été 
obtenu en utilisant la méthode de maximum de parcimonie. Le groupe α comprend cinq clusters : les récepteurs 
de prostaglandines (PTGR), des amines (AMIN), des opsines (OPN) , de la mélatonine (MTN) et les récepteurs 
MECA (Melanocortin, Endothelial differenciation G-protein coupled receptors, Cannabinoid and Adenosin 

binding receptors) (d’après Fredriksson et al., 2003).  
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Avec 40 membres, le cluster des récepteurs des amines est le plus représenté, incluant les 

récepteurs sérotoninergiques, dopaminergiques ou encore adrénergiques ; tous les ligands 

connus de ce cluster de récepteurs ont une homologie structurale relativement conservée ; ce 

sont des molécules de petite taille avec un cycle aromatique unique. 

Le groupe β possède 36 récepteurs, dont tous les ligands connus sont des peptides (PEP) 

(Figure 9). Cependant, aucun cluster particulier ne se dégage de l’analyse des séquences des 

récepteurs de ce groupe. On peut citer, pour exemple, les récepteurs de la neurotensine, du 

neuropeptide Y ou celui de l’ocytocine ainsi que quelques récepteurs orphelins. 

 

Figure 9. Relations phylogénétiques entre les RCPG du groupe β de la classe Rhodopsine. L’arbre a été 
obtenu en utilisant la méthode de maximum de parcimonie. Le groupe β possède 36 récepteurs dont tous les 
ligands sont des peptides (PEP) (d’après Fredriksson et al., 2003). 

Le groupe γ inclut 59 RCPG, répartis en trois clusters différents i.e. SOG (15 RCPG, dont 

les récepteurs somatostatinergiques, opioïdergiques ou encore le récepteur GPR54, ou 

Kiss1R), les clusters MCHR (deux RCPG de la MCH) et CHEM (42 RCPG dont les 

récepteurs de chimiokines comme le récepteur CXCR4, les récepteurs de l’angiotensine 

(ANG) et des bradykinines (BK) ainsi qu’un large nombre de récepteurs orphelins) (Figure 

10). 
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Le groupe δ est le plus large puisqu’il comprend les récepteurs olfactifs (460 RCPG 

estimés) auxquels s’ajoutent 58 autres RCPG. Il est subdivisé en quatre clusters, i.e. MAS-

related receptors (MRG, 8 RCPG), LGR, (8 RCPG de glycoprotéines), PUR (42 RCPG 

purinergiques) et enfin OLF (460 RCPG olfactifs) (Figure 11). 

 

Figure 10. Relations phylogénétiques entre les RCPG du groupe γ de la classe Rhodopsine. L’arbre a été 
obtenu par la méthode de maximum de parcimonie. Le groupe γ comprend 59 récepteurs répartis en trois 
clusters : SOG, MCHR et CHEM (d’après Fredriksson et al., 2003).  

C’est cette classification qui est dorénavant utilisée dans les études portant sur les RCPG. 

Cependant, la méthode de neighbour-joining et parcimonie maximale utilisée dans l’analyse 

des séquences n’a pas permis d’affecter 23% des récepteurs dans l’une des cinq grandes 

familles GRAFS. Selon les auteurs, ces difficultés seraient dues à une partie atypique dans la 

séquence des gènes du RCPG en question (codant généralement pour les boucles intra- ou 
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extracellulaires) qui résulterait d’une origine chimérique du récepteur et/ou d’une pression 

évolutive qui ne serait pas partagée par les récepteurs « voisins » (Fredriksson et al., 2003). 

 

Figure 11. Relations phylogénétiques entre les RCPG du groupe δ de la classe Rhodopsine. La place du 
groupe des récepteurs olfactifs a été déterminée en sélectionnant aléatoirement 17 récepteurs. Ce groupe a été 
enlevé de la représentation en arbre pour plus de lisibilité, et représenté par une flèche. Les groupe δ est 
subdivisé en quatre clusters : MRG, LGR, PUR et OLF (d’après Fredriksson et al., 2003).  

Parmi ces récepteurs, on trouve par exemple le récepteur du peptide urotensine II (UII) 

codé par le gène UTS2R, précédemment nommé GPR14 puis rebaptisé après 

désorphanisation, récepteur UT (IUPHAR/BPS, http://www.guidetopharmacology.org). En 

revanche, lorsque l’on compare la poche de liaison des ligands des récepteurs de classe A, le 

récepteur UT se retrouve proche du récepteur GPR109A et des récepteurs purinergiques P2Y 

répertoriés dans le clusteur PUR par Fredriksson et al.. Le rapprochement phylogénétique des 

RCPG de classe A selon l’homologie de séquence de leur ligand(s) endogène(s) rapproche 

cette fois-ci le récepteur UT des récepteurs opioïdergiques du groupe SOG selon Fredriksson 

et al. (Lin et al., 2013; Figure 12). 

Pour parer ces ambiguïtés, certaines équipes ont analysé les séquences de gènes des RCPG 

par échelonnement multidimensionnel (ou MDS pour MultiDimensional Scaling). Grâce à 

cette stratégie, et hormis quelques différences par rapport à la classification GRAFS, l’équipe 

dirigée par le Dr M. Chabbert (UMR Inserm 1083, CNRS 6214, Angers, France) a réussi à 

répertorier les RCPG de la classe Rhodopsine dans les mêmes clusters que ceux trouvés par 
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Fredriksson et al. (Pelé et al., 2011). D’après cette étude, les variations sont les suivantes : les 

récepteurs de la galanine et le récepteur Kiss1R appartenant au cluster SOG (Fredriksson et 

al., 2003) semblent rattachés au cluster PEP, de fait le cluster SOG devient le cluster SO, 

alors que les récepteurs de la famille MCHR (Melanin Concentrating Hormone Receptors) et 

le récepteur UT sont regroupés dans le cluster SO (Pelé et al., 2011). 

Finalement, il apparait que les variations obtenues dans la classification phylogénétique 

des RCPG soient dues à des différences de méthodologie, au niveau des échantillons (prise en 

compte de la totalité de la séquence ou seulement de la partie codant pour les DTM) ou de la 

méthode d’analyse utilisée. 

 
Figure 12. Relations entre 146 RCPG de classe A ou Rhodopsine. A. À gauche, dendogramme représentant 
les parentées entre les 146 RCPG de classe A étudiés, basées sur la similitude de séquence de leur poche de 
liaison. À droite, zoom sur la partie du dendogramme dans laquelle on retrouve le RCPG UT (UTS2R, indiqué 
par la flèche rouge). B. À gauche, dendogramme représentant les parentées entre les 146 RCPG de classe A 
étudiés, basées sur la similitude de leur(s) ligand(s). À droite, zoom sur la partie du dendogramme dans laquelle 
on retrouve le RCPG UT (UTS2R, indiqué par la flèche rouge). Le code couleur est basé sur les propriétés 
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chimiques des ligands endogènes (i.e. bioamine (bleu), mélatonines (doré), lipides (vert), peptides (noir), 
purinergiques (bleu foncé), adénosines (bleu clair) et orphelins (rouge). Figure modifiée d’après Lin et al., 2013. 

4. Aspects évolutifs des récepteurs couplés aux protéines G 

On retrouve des gènes codant des RCPG dans des organismes aussi variés que les plantes 

ou les insectes, mais aussi les levures et les champignons, ce qui indique que ces récepteurs 

partageraient une origine commune chez les eucaryotes. Un récepteur à 7 DTM a aussi été 

identifié chez la bactérie. Appelée bactériorhodopsine en raison de sa sensibilité à la lumière, 

cette protéine ne possède pas d’homologie de séquence avec les RCPG des eucaryotes, et son 

activation n’entraine pas le recrutement de protéine G, mettant en doute leur parenté 

phylogénétique. Avec l’essor des méthodes d’analyses computationnelles, certaines équipes 

se sont focalisées sur l’étude de l’évolution phylogénétique des RCPG. Non seulement ces 

études apportent une connaissance et une meilleure compréhension, et la découverte 

d’ancêtres communs permet la classification et l’annotation dans les bases de données 

actuelles des RCPG orphelins, susceptibles de constituer de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Ainsi, les méthodes d’étude phylogénétique des RCPG peuvent être basées sur l’étude de 

génomes de multiples espèces, ou sur l’étude du génome d’une espèce en particulier.  

 

4.1. Evolution des différentes familles de RCPG 

L’étude du génome de 12 espèces eucaryotes uni- et pluri-cellulaires réalisée par l’équipe 

de Helgi B. Schiöth propose une répartition des différentes familles GRAFS au cours de 

l’évolution (Nordstrom et al., 2011) (Figure 13). Plus ancienne que les quatre autres, la 

famille des AMPc est retrouvée dans le groupe des alvéolobiontes (organismes vivants 

unicellulaires eucaryotes) pour disparaître chez les espèces plus évoluées telles que le Poulet 

ou l’Homme. On retrouve ensuite les familles Frizzled/Taste2 et Adhésion chez l’amibe 

Dictostelium discoideum. La famille Sécrétine apparait chez Caenorhabditis elegans et 

présente beaucoup de similitudes avec la famille Adhésion, suggérant qu’elle en est issue. Le 

Trichoplax adhaerens (métazoaire au plan d’organisation simple) est l’espèce la plus 

ancienne dans laquelle on retrouve des RCPG de la famille Rhodopsine.  

L’analyse par HHsearch indique que la famille Rhodopsine est plus proche de la famille 

AMPc, puis Adhésion, alors que l’analyse par la méthode Needleman-wunsch montre qu’elle 

serait plus proche de la famille Adhésion, puis Glutamate et enfin AMPc. En réalité, les 

familles Adhésion et AMPc partagent un certain nombre de résidus ou motifs conservés qui 

les rapprochent de la famille Rhodopsine. Il est suggéré que la famille Rhodopsine a pour 

origine la famille AMPc, et que la bifurcation de ce nouveau groupe soit survenue dans un 
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temps proche du moment où la famille Adhésion s’est elle-même différenciée (Nordstrom et 

al., 2011). 

 

Figure 13. Apparition des familles de RCPG au cours de l'évolution. La figure répertorie le nombre (chiffres) 
de séquences trouvées dans chaque famille et espèce. Chaque ligne correspond à une espèce et chaque couleur 
correspond à une famille de RCPG (d’après Nordström et al., 2011). 

La famille Rhodopsine présente le succès évolutif le plus important, puisqu’elle représente 

60% du répertoire de RCPG présents chez les espèces bilatérales (eumétazoaires présentant 

une symétrie bilatérale, en opposition aux eumétazoaires radiés) (Fredriksson et Schiöth, 

2005). Notamment, la répartition de ces 13 sous-groupes (PTRG, AMIN, OPN, MTN, 

MECA, PEP, SOG, MCHR, CHEM, MRG, LGR, PUR et OLF, cf § 3.) au sein des différentes 

espèces étudiées est très intéressante d’un point de vue évolutif. 

 

4.2. Evolution des récepteurs couplés aux proéines G au sein de famille Rhodopsine 

L’étude menée par Fredriksson et Schiöth en 2005, comparant les génomes de 13 espèces, 

montre que seuls les sous-groupes AMIN, PEP et SOG sont bien représentés chez C. elegans, 
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les autres sous-groupes étant soit absents (OLF, MCHR, PUR, CHEM et PTEGR), soit 

représentés seulement par un ou quelques RCPG. Chez les arthropodes étudiés (Drosophila 

melanogaster, mouche du vinaigre et Anopheles gambiae, moustique vecteur de la malaria), 

on retrouve les mêmes groupes, avec une proportion plus importante de RCPG pour LGR, 

MEC et MTN; on note aussi l’apparition du groupe OPN. C’est avec le lignage des chordés 

qu’apparait les groupes MECA et LGR ainsi que le groupe CHEM, qui figure par la suite 

parmi les plus représentés chez les vertébrés. Les vertébrés se caractérisent par l’apparition 

des clusters PUR et OLF et une très grande proportion en récepteurs du cluster CHEM. Le 

cluster MRG n’est quant à lui présent que chez les mammifères (Fredriksson et Schiöth, 

2005). Il semble donc que les clusters ancestraux de la famille Rhodopsine soient les clusters 

AMIN, PEP et SOG.  

La MDS offre un nouveau point de vue sur les relations phylogénétiques entre les 

différents groupes de récepteurs. L’utilisation de cette méthode d’analyse est basée sur 

l’hypothèse selon laquelle l’évolution des RCPG pourrait suivre un chemin radial plutôt que 

bifurqué (représenté par le système classique d’arbre phylogénétique). Les liens 

phylogénétiques entre les RCPG d’une même espèce sont représentés en trois dimensions, et 

les résultats peuvent être superposés entre plusieurs espèces. Chez N. vectensis, C. elegans, C. 

intestinalis, D. rerio et H. sapiens, l’analyse par MDS des RCPG de la famille Rhodopsine a 

permis de trier les récepteurs en quatre groupes (G0 à G3) comprenant différents clusters 

(Pelé et al., 2011) : le groupe G0 représente le groupe central et inclut les clusters PEP, OPN 

et MRN, G1 les clusters SO (et non SOG, les récepteurs de la galanine se retrouvant, selon ce 

type d’analyse, dans le cluster PEP), CHEM et PUR, G2 les clusters AMIN et AD et enfin G3 

les clusters LGR, MEC, PTG et MRG (Tableau 1). 

Seul le cluster MECA (qui comprend les récepteurs de la mélanocortine MCR, les 

récepteurs du S1P, les récepteurs cannabinoïdes et adrénergiques) n’appartient pas à un 

groupe distinct. L’analyse par MDS divise ce cluster en deux, e.g. les récepteurs 

adrénergiques (AD) rejoignent le cluster AMIN dans G2, et les récepteurs restants (MEC) 

rejoignent G3. Chez C. intestinalis, le cluster CHEM se distingue peu du cluster SO. Il semble 

que ce groupe SO/CHEM ait donné lieu, chez les vertébrés, aux clusters SO, CHEM et PUR, 

suggérant une origine commune. De plus, chez les espèces ancestrales les plus éloignées de 

l’Homme les clusters SO et PEP sont proches, mais leur distance augmente au cours de 

l’évolution pour qu’ils atteignent finalement la place qu’ils occupent chez les vertébrés. Ces 

observations plaident en faveur d’une origine commune entre ces clusters (Pelé et al., 2011). 
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Groupe Clusters Description 

G0 

PEP 

Récepteurs de peptides : 

NMUR1  NMUR2  NTR1  NTR2  GPR39  EDNRA  EDNRB  ETBR2  GPR37 

PKR1  PKR2  NPY1R  NPY2R  NPY4R  NPY5R  BRS3  GRPR  NMBR 

CCKAR  GASR  QRFPR  OX1R  OX2R  NPFF1  NPFF2  PRLHR GNRR2  

GNRHR  GPR83 GALR1  GALR2  GALR3  KISSR  GP151  GP173  GPR19  

GPR27 GPR84 GPR85 V1AR V1BR  V2R  OXYR  TRFR NK1R  NK2R  

NK3R GP150 

OPN Opsines : 

OPN3  OPN5  RGR  OPSR  OPSD  OPSB  OPN4  OPSX 

MTN Récepteurs de la mélatonine: 

MTR1A  MTR1B  MTR1L 

G1 

SO 
Récepteurs somatostatinergiques et opioïdergiques : 

OPRM  OPRD  OPRK  OPRX  SSR1 SSR2  SSR3  SSR4 SSR5  NPBW1  

NPBW2  UR2R  MCHR1  MCHR2 

CHEM 

Récepteurs de chimiokines: 

CCR5  CCR2  CCR3  CCR1  CCR4  CCR8  CX3C1  CCRL2  CCBP2  

XCR1 CCR9  CCR7  CCR6  CCRL1  CXCR4 CXCR2  CXCR1  CXCR5  

CCR10  CXCR3 CXCR6 CXCR7 RL3R1  RL3R2 ADMR  AGTR1  AGTR2  

BKRB1  BKRB2  APJ  GPR25  GPR15 C5ARL  C5AR  C3AR  GPR44  

FPRL1  FPRL2  FPR1  LT4R1  LT4R2  CML1  GPR32  GPR33  GPR1 

GP152                                                                                                                        

PUR 

Récepteurs purinergiques : 

P2RY1  P2RY2  P2RY4  P2RY5  P2RY6  P2RY8  P2RY9  P2Y10 P2Y12   

P2Y13  P2Y14  PTAFR  SUCR1 OXER1 OXGR1  GPR109A PSYR  CLTR1  

CLTR2  PAR1  PAR2  PAR3  EBI2  FFAR1 FFAR2 FFAR3  GPR4  GPR17  

GPR18  GPR20  GPR31  GPR34  GPR35  GPR55  GPR81  GPR87  GPR92  

GP132  GP141  GP174  GP171  Q5KU21  GPR82  P2Y11  PAR4   

G2 
AMIN 

Récepteurs aminergiques: 

5HT1B  5HT1D  5HT1E  5HT1F  5HT1A  5HT7R  5HT4R  5HT2A  5HT2C 

5HT2B  5HT5A    HRH1  HRH2  HRH3  HRH4  DRD1  DRD2  DRD3 DRD4  

DRD5  TAAR1  TAAR2  TAAR3  TAAR5  TAAR6  TAAR9  5HT6R ADRB3 

TAAR8  ACM1  ACM2  ACM3  ACM4  ACM5 

AD Récepteurs adrénergiques: 

ADA1A  ADA1B  ADA1D  ADA2A  ADA2B  ADA2C  ADRB1 ADRB2   

G3 

LGR Récepteurs de glycoprotéïnes: 

LGR4  LGR5  LGR6  RXFP1  RXFP2  TSHR  LSHR  FSHR 

MEC 
Récepteurs de mélanocortine, S1P et canabinoïdes: 

ACTHR  MSHR  MC3R  MC4R  MC5R  CNR1  CNR2  EDG1  EDG2  EDG3  

EDG4  EDG5  EDG6  EDG7  EDG8  GPR3  GPR6  GPR12  SPR1 

PTG Récepteurs aux prostaglandines: 

PE2R2  PE2R3  PE2R4  PD2R  PI2R   

MRG 
Récepteurs MAS-related: 

MAS  MAS1L  MRGRF  MRGX1  MRGX2  MRGX3  MRGX4   MRGRD  

MRGRE 
Tableau 1. Assignation des 13 clusters de RCPG humains non olfactifs dans les groupes G0 à G3. Les 
récepteurs appartenant à chacun des clusters sont répertoriés. 
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4.3. Corrélation entre l’évolution des groupes de RCPG et des éléments de séquence 

La comparaison des séquences des différents groupes (G0 à G3) montre que le groupe G0 

ne possède pas d’élément qui lui soit spécifique. En revanche, G2 se caractérise par la 

présence d’une asparagine en position 3.32 (D3.32), résidu retrouvé chez toutes les espèces, et 

celle d’un tryptophane en position 7.40 (W7.40), lui aussi très conservé mis à part chez N. 

vectensis, suggérant un rôle majeur de ces deux acides aminés dans l’évolution des clusters du 

groupe G2 chez les espèces plus évoluées. Le groupe G3 est marqué par l’absence de la 

proline du TM5 en position 5.50 (P5.50), souvent associée à la mutation du W3.18 et du 

G3.21 du motif WxxFG localisé dans le TM3. L’absence de proline dans le TM2 est 

également fréquemment observée pour les récepteurs du groupe G3.  

La position 3.37 est intéressante lorsque l’on se penche sur le groupe G1, non seulement 

parce que le résidu qui s’y trouve est variable dans les récepteurs SO chez N. vectensis et 

C.elegans, mais aussi parce qu’elle correspond à une tyrosine pour les récepteurs SO des 

chordés et vertébrés. Cependant, l’acide aminé caractéristique des récepteurs du groupe G1 

est une proline en position 2.58 (P2.58), souvent précédée par un résidu aliphatique. Dès 

l’espèce N. vectensis, cette proline est présente dans la séquence des récepteurs du cluster SO. 

Elle est aussi caractéristique des récepteurs du groupe G1, et par ailleurs retrouvée dans 

d’autres groupes, mais à différentes positions. De façon intéressante, le groupe G0 comporte 

principalement des récepteurs abritant une proline en position 2.59. S’il en est de même pour 

G2, le groupe G3 se singularise par l’absence de proline dans le TM2 ou par une proline en 

position 2.59. Seul le groupe G1, qui comprend les clusters SO, CHEM et PUR, est donc 

caractérisé par une proline P2.58 (Pelé et al., 2011).  

Les prolines P5.50, P6.50 et P7.50 sont les résidus les plus conservés des hélices α 5, 6 et 

7, respectivement, et jouent un rôle majeur dans leur structure. Avec une amine secondaire et 

non primaire, ces acides aminés sont responsables au sein des hélices de différentes 

distorsions, ou cassures, dont l’angle est d’environ -65°. C’est ainsi que les prolines P5.50, 

P6.50 et P7.50 induisent un renflement π, une cassure en coude et une distorsion non-

canonique, respectivement. Alors que dans ces DTM la présence et la position d’un résidu 

proline sont très conservées, le DTM2 peut présenter une seule proline, qui quand elle est 

présente (80% des RCPG de classe A), est positionnée en 2.58 (41%), 2.59 (36%) ou 2.60 

(2%). Localisée en P2.58, ce résidu induit un coude typique (Devillé et al., 2009; Visiers et 

al., 2002) mais lorsque cette proline est absente, il peut exister un motif GG (comme c’est le 

cas pour le récepteur rhodopsine) responsable d’un renflement π comparable à ceux induit par 

les prolines P2.59 et P2.60. Ces données, basées sur les modélisations récentes, ont été 
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confirmées par des études cristallographiques menées sur des récepteurs avec P2.58 ou P2.59, 

soit un motif GG dans le DTM2 (Palczewski et al., 2000; Rasmussen et al., 2007; Wu et al., 

2010). En jouant ainsi sur la courbure et la flexibilité du DTM2, la position de la proline 

pourrait avoir des conséquences sur le degré d’ouverture de la poche de liaison des RCPG et 

dans leurs mécanismes d’activation (Yohannan et al., 2004). Ainsi, la présence de la proline 

et sa localisation au sein du DTM2 pourraient ainsi être étroitement associées à l’évolution 

structurale des RCPG, notamment de la famille Rhodopsine, RCPG qui se sont diversifiés 

pour «s’adapter» et répondre à un nombre important de ligands distincts.  

 

4.4. Evolution des motifs proline du DTM2 des récepteurs de la famille Rhodopsine 

L’étude de l’évolution du motif proline au sein du DTM2 des RCPG de différentes espèces 

montre que la proportion de RCPG possédant une proline en position 2.58 (que l’on nommera 

« récepteurs P2.58 ») augmente chez les espèces « supérieures » (Tableau 2). En effet, alors 

que les récepteurs P2.58 ne représentent que 7% des RCPG chez C. elegans, ils augmentent 

jusque 25% chez D. rerio et 40% chez l’Homme. Les proportions en récepteurs P2.59 ou ne 

possédant pas de proline sont, quant à elles, très variables selon les espèces et ne suivent pas 

de modèle évolutif particulier. La quantité de récepteur P2.60 est très faible chez toutes les 

espèces (Devillé et al., 2009). Chez l’espèce ancestrale C. elegans, les récepteurs P2.58 sont 

regroupés dans un groupe apparenté au cluster SO de l’espèce humaine. Chez D. 

melonagaster, les récepteurs P2.58 correspondent à deux récepteurs de l’allostatine C, qui 

sont proches des récepteurs du cluster SO, mais aussi à quatre opsines et deux récepteurs du 

cluster PEP. Chez C. intestinalis, les récepteurs P2.58 sont regroupés dans un seul groupe, et 

tous les récepteurs peuvent être affiliés au cluster SO ou CHEM. Enfin, chez D. rerio et H. 

sapiens, les récepteurs P2.58 sont retrouvés dans les clusters SO, CHEM et PUR. Les clusters 

AMIN et PEP des différentes espèces comprennent majoritairement des récepteurs P2.59, 

mais ils peuvent également ne pas posséder de proline. La proline en position 2.60 n’est 

observée que pour un petit nombre de récepteurs de peptides et d’opsines (Devillé et al., 

2009).  

Etant donnés les liens phylogénétiques entre les clusters PEP, SO, CHEM et PUR, il est 

proposé que la position de la proline en 2.58 pour les clusters SO, CHEM et PUR résulte 

d’une délétion au sein du DTM2 d’un récepteur du cluster PEP. La distorsion de l’hélice 

serait ainsi passée d’un renflement π présent dans les récepteurs PEP, à une cassure en coude. 

L’émergence des groupes CHEM et PUR coïncide avec l’apparition des chordés et des 

vertébrés, respectivement. Il n’est donc pas exclu que le changement de conformation du 
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DTM2, suite à la délétion d’un résidu au sein de son hélice, ait contribué à l’émergence de 

mécanismes d’activation spécifiques à ces clusters SO, CHEM et PUR.  

 

Tableau 2. Distribution de la (des) proline(s) au sein du DTM2 de RCPG non-olfactifs chez différentes 
espèces. Répertoire des prolines ou de l’absence de proline au sein du DTM2 des RCPG des 12 clusters (y 
compris le cluster des RCPG non-classifiable noté NC) chez les espèces C. elegans, D. melanogaster, C. 

intestinalis, D. rerio et H. sapiens. Le motif proline consensus des clusters, s’il existe, est indiqué en gras 
(d’après Devillé et al., 2009). 

Clusters

Position de 

la (des) 

proline(s) 

(P) C
. 
e

le
g
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n

s

D
. 
m

e
la

n
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g
a

st
e

r

C
. I

n
te

st
in

a
li

s

D
. 
R

e
ri

o

H
. s

a
p

ie
n

s

AMIN

P2.58 - 1 - 1 -

P2.59 16 12 7 45 34

P2.59P2.60 - 2 1 5 2

Pas de P 2 4 4 2 6

PEP

P2.58 - - 1 1 2

P2.59 21 21 8 20 39

P2.60 1 - 1 2 5

P2.59P2.60 1 - 1 - -

Pas de P 8 5 1 2 4

SO

P2.58 7 2 8 11 14

P2.58P2.59 1 - - - -

Pas de P 3 - - - -

MECA
P2.59 1 1 3 4 4

Pas de P - - 3 18 18

LGR Pas de P 1 4 30 2 8

OPN

P2.58 - 4 - - -

P2.59 - 2 - 5 2

P2.60 - - - 1 1

P2.59P2.60 - 1 - - -

Pas de P - - 2 16 5

MTN P2.59 - - 2 3 3

PTGR
P2.59 - - 2 4 5

Pas de P - - - - 3

CHEM

P2.58 - - 1 17 45

P2.59 - - - 1 -

Pas de P - - 3 1 1

PUR
P2.58 - - - 15 44

P2.58P2.59 - - - - 2

MRG Pas de P - - - - 9

NC

P2.58 - 1 - - 4

P2.59 19 9 5 4 13

P2.60 1 - - 1 2

Pas de P 27 5 7 - 6
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5. Mécanismes d’activation des récepteurs couplés aux protéines G 

Il existe deux hypothèses majeures sur l’impact de la liaison d’un ligand sur la 

conformation d’un RCPG ou de la sélectivité d’un ligand par rapport à la conformation 

initiale du RCPG. Selon la première théorie, appelée ajustement induit, ou « induced fit », le 

ligand est un élément rigide qui va induire et stabiliser une nouvelle conformation du RCPG, 

quant à lui considéré comme flexible. La seconde hypothèse, dite de la sélection 

conformationnelle, propose de considérer les RCPG comme des ensembles dynamiques en 

équilibre sous différentes conformations. Dans ce cas, le ligand possèderait une affinité plus 

grande pour l’une ou l’autre de ces conformations et la liaison au RCPG stabiliserait la 

structure du récepteur et engendrerait la réponse signalétique spécifique qui lui est associée 

(Changeux et Edelstein, 2011).  

Au sein de la famille Rhodopsine, les récepteurs de la rhodopsine et des petites amines 

(adrénergiques, dopaminergiques et cholinergiques) sont les mieux étudiés vis-à-vis de la 

liaison de leur ligand. Ils servent aujourd’hui de modèles pour définir les éléments structuraux 

et moléculaires impliqués dans la liaison du ligand et/ou dans les changements 

conformationnels des RCPG consécutifs à la liaison. En effet, la compréhension de ces 

mécanismes pourrait amener à la conception rationnelle de nouveaux ligands synthétiques 

possédant une activité définie et contrôlée. 

La liaison d’un agoniste à son RCPG induit des changements de conformation de régions 

proches de la poche de liaison, qui facilitent les mouvements interhélicaux accompagnés de 

réarrangements de microdomaines composés d’acides aminés très conservés, appelés switch 

moléculaires (Figure 14) (Rasmussen et al., 2011). Ainsi, l’activation des RCPG est 

communément discutée en termes de réarrangements de leur structure tertiaire, via ces switch 

moléculaires. Ces réarrangements font suite à la liaison du ligand et entraînent l’activation 

subséquente des protéines G ou le recrutement des β-arrestines. En revanche, lié à un 

antagoniste, les boucles cytoplasmiques des DTM sont très rapprochées les unes des autres, ce 

qui bloque l’interaction du RCPG avec des protéines partenaires telles que les protéines G ou 

les β-arrestines (Cherezov et al., 2007; Palczewski et al., 2000).  

Parmi les séquences consensus clefs des RCPG de la famille Rhodopsine, le motif DRY est 

probablement le plus étudié. Situé à la base du DTM3 et à l’interface de la boucle i2, ce motif 

se compose, la plupart du temps, d’un résidu aspartate (D3.49), d’une arginine (R3.50, 

considérée comme le résidu le plus conservé du DTM3 de tous les RCPG de la famille 

Rhodopsine), et d’une tyrosine (Y3.51). Des études de mutagenèse ont montré que 

l’interaction entre les résidus de ce motif avec la Q6.30 du DTM6, est nécessaire au maintien 
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de l’état inactif du RCPG. Ainsi, la mutation de ces résidus E/DRY conduit à l’activation 

constitutive du récepteur β2-adrénergique (Rasmussen et al., 1999). La liaison des résidus de 

ce motif avec le DTM6 constitue ce que l’on appelle un verrou ionique, ou ionic lock 

(Ballesteros et al., 1998). Plus précisément, ce verrou se rompt lors de l’activation, et les 

DTM3 et 6 s’éloignent l’un de l’autre, permettant ainsi l’arrimage du domaine C-terminal des 

protéines Gα-GTP au sein de la crevasse cytoplasmique des RCPG. On peut toutefois noter 

que les études cristallographiques portant sur la structure des récepteurs β-AD, de l’histamine 

ou du récepteur CXCR4 montrent que cet ionic lock n’est pas maintenu à l’état inactif, en 

raison d’une différence d’orientation des résidus impliqués ou de l’absence de ces mêmes 

résidus (Cherezov et al., 2007; Rasmussen et al., 2007; Shimamura et al., 2011; Wu et al., 

2010). Malgré tout, bien qu’il existe une forte proximité des DTM3 et 6 dans ces récepteurs, il 

est probable que les modifications apportées à ces RCPG dans le but de les stabiliser dans la 

conformation requise pour leur cristallisation, soient responsables de la perte de ce verrou. 

Le DTM6 est également porteur d’un motif très conservé au sein des RCPG de la famille 

Rhodopsine : il s’agit du motif CW/FxP qui comprend en outre la proline 6.50, résidu le plus 

conservé de ce DTM. Il a été proposé que cette proline constitue une charnière moléculaire 

lors de l’activation des RCPG. En effet, la comparaison des structures de RCPG dans un état 

inactif ou actif a permis de mettre en lumière le rôle central du DTM6 lors de l’activation d’un 

récepteur (Choe et al., 2011; Park et al., 2008; Rasmussen et al., 2011; Rosenbaum et al., 

2011), puisqu’il semble effectivement s’éloigner des DTM3 et 7 au profit d’un rapprochement 

avec le DTM5. Ce mouvement s’explique par la rotation des chaînes latérales des résidus 

C6.47, W6.48 du motif, mais aussi du résidu F6.52, provoquant le pivotement de l’extrémité 

cytoplasmique du DTM6, autour de la proline 6.50 (Shi et al., 2002a). On peut notamment 

observer la rotation du résidu W6.48 du motif CW/FxP vers le résidu F5.47. Les résidus 

juxtaposés au motif CW/FxP (i.e. F6.44, W6.48, F6.51 et F6.52), situés face à la poche de 

liaison des récepteurs monoaminergiques, pourraient interagir avec l’agoniste et favoriser la 

réorientation de la boucle cytoplasmique du DTM6 en modifiant l’angle induit par la proline 

6.50 dans l’hélice α (Ballesteros et al., 2001; Rasmussen et al., 1999). Appelée rotamer 

toggle switch, la rotation de la boucle cytoplasmique du DTM6 lors de l’activation est 

impliquée dans la rupture de l’ionic lock décrit précédemment.  

Le dernier switch moléculaire est situé sur le DTM7. Il s’agit du motif très conservé 

NPxxY, localisé dans la partie cytoplasmique de l’hélice, dont les résidus sont engagés dans 

un réseau d’interactions impliquant le DTM3, DTM6 et l’hélice 8. Une mutation du résidu 

tyrosine (Y7.53) du motif NPxxY du récepteur opioïdergique δ (DOR), ou de la méthionine 
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6.40 du DTM6, inhibe l’interaction entre ces hélices et conduit à une activité constitutive du 

récepteur (Décaillot et al., 2003). De manière similaire, la mutation de l’asparagine N7.49 du 

récepteur de la TSH augmente significativement son activité constitutive (Govaerts et al., 

2001b). De plus, la mutation de la tyrosine Y7.53 a pour conséquence une phosphorylation et 

une internalisation constitutives du récepteur B2 de la bradykinine (Kalatskaya et al., 2004). Il 

existe également une interaction entre le DTM7 et l’hélice 8 de la rhodopsine, qui est rompue 

au cours de l’activation du récepteur. Cependant, cette interaction n’est pas retrouvée pour 

tous les RCPG (Trzaskowski et al., 2012).  

 

Figure 14. Mécanismes des switch moléculaires lors de l'activation des RCPG. Trois mécanismes sont 
représentés : le rotamer toggle switch (A, B et C), le tyrosine toggle switch (D, E et F) et le ionic lock (G, H et I). 
Ils sont tous les trois basés sur les structures crystallographiques du récepteur rhodopsine (gauche), β2-
adrénergique (centre) et de l’adénosine de type 2 (A2A, droite) liés à des agonistes et antagonistes ou agonistes-
inverses. Les structures crystallographiques des récepteurs dans leur état inactif sont représentées en gris, tandis 
que les formes actives sont représentées en couleurs. Les codes de la Protein Data Bank d’où sont issues ces 
structures sont indiqués sous les inserts. La structure générale des RCPG est basée sur la résolution 
crystallographique du récepteur CXCR4 (Wu et al., 2010). Dans les inserts A à I, les flèches bleues indiquent les 
mouvements des structures lors de l’activation ; l’amplitude des mouvements sont également précisées. Les 
résidus sont numérotés selon la nomenclature de Ballesteros-Weinstein. Figure adaptée de Trzaskowski et al., 
2012. 

La tyrosine du motif NPxxY est aussi reconnue pour interagir avec l’arginine en position 

2.40 du DTM2 (Ballesteros et al., 1998; Prioleau et al., 2002), dont la boucle cytoplasmique 

opère un mouvement de rotation lors de l’activation notamment du récepteur de 

l’angiotensine de type 1 (AT1) (Miura et Karnik, 2002; Miura et al., 2003). Ainsi, le motif 

NPxxY est impliqué dans un réseau d’interactions qui maintient les RCPG dans un état 

Rotamer toggle switch

(CW/FxP)
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(NPxxY)
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Rhodopsine  β2-AD          Adénosine A2A
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inactif. Lors de l’activation, il s’opère une réorganisation de ce réseau de ponts hydrogènes 

due au mouvement du DTM6 vers le DTM5 décrit précédemment, permettant au motif 

NPxxY d’interagir avec le motif DRY de la boucle cytoplasmique du DTM3 (Standfuss et al., 

2011). Ce mouvement, appelé tyrosine toggle switch, est considéré comme un interrupteur 

moléculaire, pivot de l’activation des RCPG. 

L’ensemble de ces switchs moléculaires, au niveau des micro-domaines très conservés, 

sont indissociables de réarrangements plus globaux au sein des RCPG qui connectent la 

liaison du ligand à la signalisation intracellulaire. Les différentes structures 

cristallographiques de RCPG révèlent que la boucle i2 peut, ou non, adopter une conformation 

en hélice α. Selon Shan et al., l’i2 peut passer d’une structure à une autre (Figure 15) et la 

conformation en hélice α représente une transition vers l’état actif d’un RCPG (Shan et al., 

2010). Ceci a également été observé pour le récepteur β2-AD couplé ou non à Gs (Rasmussen 

et al., 2011). Il est par ailleurs admis qu’au cours de l’activation, une élongation de deux ou 

trois tours d’hélice s’opère au niveau des parties C-terminale et N-terminale des DTM5 et 

DTM6, respectivement (Figure 15) (Park et al., 2008; Rasmussen et al., 2011). Cette 

élongation s’accompagne d’un léger rapprochement (deux à trois Å) du DTM5 vers le DTM6, 

entraînant ainsi l’ouverture de la crevasse cytoplasmique du RCPG et favorisant la liaison de 

la sous-unité α des protéines G (Janz et Farrens, 2004). Ces réarrangements des DTM5 et 

DTM6 ont été observés pour la rhodopsine, qu’elle soit liée à la protéine Gαt où à la β-

arrestine (Kang et al., 2015). 

 
Figure 15. Changements conformationnels de la deuxième boucle intracellulaire et des DTM5 et DTM6 au 
cours de l’activation de RCPG. A. Cas du récepteur β2-AD : la forme activée (code Protein Data Bank : 3P0G) 
et la forme inactivée (code Protein Data Bank : 2RH1) des DTM3, DTM4 et de la boucle i2 du récepteur β2-AD 
sont représentées en rouge et orange, respectivement. On peut observer un changement de conformation de la 
boucle i2, d’une forme peu structurée à une hélice α. B. Cas de la rhodopsine : la rhodopsine (forme inactive, code 
Protein Data Bank : 1F88), l’opsine (forme intermédiaire, Protein Data Bank : 3CAP) et la métarhodopsine II 
(forme active, Protein Data Bank : 3PXO) sont représentées en bleu, orange et rouge, respectivement. On peut 
observer une élongation des DTM5 et 6 au cours de l’activation. Figure adaptée d’après Moreira et al., 2014.  
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En conclusion, plusieurs verrous moléculaires contraignant les RCPG dans un état inactif 

sont rompus au cours de l’activation, favorisant ainsi les réarrangements des parties 

cytoplasmiques des DTM et de certaines boucles intracellulaires et permettant le recrutement 

de partenaires protéiques responsables de la signalisation intracellulaire des RCPG. 

 

6. Voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G 

Comme leur nom l’indique, les RCPG partagent une capacité à s’associer à des protéines G 

hétérotrimériques. Ces récepteurs interagissent aussi avec d’autres protéines, participant à 

différentes étapes de la signalisation, ouvrant ainsi de nouvelles possibilités en terme 

pharmacologique de modulation allostérique et/ou biasiée des récepteurs, orientée vers la 

sélection de certaines voies de signalisation associées aux RCPG, typiques ou plus atypiques. 

Les différentes sous-unités de protéines G et d’autres partenaires des RCPG sont détaillés ci-

après. 

 

6.1. Les protéines G  

Constituées de trois sous-unités, les protéines G sont des hétérotrimères non obligatoires 

transitoires considérés comme l’interrupteur moléculaire responsable de la réponse 

intracellulaire consécutive à l’activation d’un RCPG. Chaque trimère est composé d’une sous-

unité α (Gα) et d’un dimère comprenant les sous-unités β et γ (Gβγ) indissociable en 

conditions non-dénaturantes (Gilman, 1987; Wall et al., 1995) (Figure 16).  

 

 

Figure 16. Représentation de la structure d’une protéine G typique : la transducine. Les sous-unités Gα, Gβ et 
Gγ sont représentées en bleu, rouge et orange, respectivement. Les extrémités C- et N-terminales des sous-unités α, 
β et γ sont notées Cα, Nα, Cβ, Nβ, Cγ et Nγ, respectivement. On peut remarquer le rapprochement étroit des sous-
unités β et γ formant le complexe indissociable βγ. D’après Moreira et al., 2013. 
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Plusieurs isoformes de chacune des sous-unités constituant les protéines G ont été 

identifiées: 21 sous-unités α, 6 sous-unités β et 12 sous-unités γ encodées par 16, 5 et 12 

gènes, respectivement (Hurowitz et al., 2000). Le mécanisme de transduction du signal par les 

protéines G repose sur l’échange du GDP, porté par la sous-unité α, en GTP au cours de 

l’activation d’un RCPG. 

La liaison d’un agoniste à un RCPG provoque un réarrangement conformationnel du 

récepteur qui favorise alors la dissociation du GDP porté par la sous-unité α. Celle-ci recrute 

alors du GTP, ce qui entraîne un changement de conformation de cette sous-unité, alors 

incapable d’interagir avec le complexe Gβγ (Oldham et al., 2006). En effet, la liaison au 

récepteur activé provoque l’éloignement de l'hélice de α5 de la protéine Gα par rapport à sa 

boucle β6-α5, ce qui favoriserait l’échange de nucléotide (Oldham et al., 2006). Ainsi 

dissociés, Gα-GTP et Gβγ peuvent activer une large gamme de protéines partenaires, 

appartenant à différentes voies de signalisation, et engendrer une réponse cellulaire adaptée au 

signal extracellulaire (Oldham et Hamm, 2008). Parce qu’il catalyse l’échange du GDP en 

GTP, un RCPG est donc considéré comme un facteur d’échange du nucléotide guanine, ou 

« guanine-nucleotide exchange factor », GEF (Rosenbaum et al., 2009). La signalisation 

activée par Gα et Gβγ prend fin lorsque le GTP porté par Gα est hydrolysé en GDP grâce à 

une activité ATPasique (ATP : adénosine triphosphate) intrinsèque, permettant alors la 

réassociation des sous-unités α et βγ en complexe tripartite (Oldham et Hamm, 2008). Dans la 

mesure où l’activité GTPase de protéines G isolées est bien plus lente que celle observée en 

conditions physiologiques, l’existence de mécanismes accélérant cette activité avait été 

proposée. De fait, de nombreux effecteurs ont été mis en évidence pour leur capacité à 

catalyser l’échange du GTP porté par Gα en GDP (cf. § 6.4.1). Il convient de préciser que les 

sous-unités α ne constituent pas les seuls relais signalétiques du complexe trimérique, le 

complexe βγ étant lui aussi capable de moduler l’activité de certains effecteurs intracellulaires 

(cf. § 6.1.2).  

 

6.1.1. Les sous-unités α des protéines G 

Avec une masse molaire de 39 à 52 kDa, les sous-unités α comprennent toutes un domaine 

en hélices et un domaine GTPase qui comprend des hélices α (α1→5 et αG) et des feuillets β 

(β1→6), reliés par des random coils (par exemple la boucle α2-β4 reliant l’hélice α2 au feuillet 

β4), ainsi que trois boucles flexibles nommées switch I, II et III (Noel et al., 1993) dont la 

conformation est dépendante de la fixation au GTP ou au GDP. Le domaine GTPase est 

responsable de l’hydrolyse du GTP, abrite un site de liaison au dimère βγ, aux RCPG et à des 
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effecteurs. À l’état inactif, la boucle switch II de Gα liée au GDP est séquestrée par le 

complexe Gβγ. Durant l’activation, la liaison du GTP sur Gα induit la dissociation de Gβγ et 

switch I, II et III adoptent des conformations favorables à l’interaction avec des effecteurs et 

des régulateurs de protéines G (Sprang, 1997; Tesmer et al., 1997). La région switch I relie la 

partie catalytique des Gα à un troisième domaine. Composé de six hélices, il est structuré de 

telle manière qu’il forme un couvercle au dessus de la poche de liaison du nucléotide, le 

maintenant ainsi au cœur de la protéine Gα (Oldham et al., 2006). Switch II adopte quant à lui 

une conformation en hélice sensible à l’activation de la protéine G et permet l’interaction à βγ 

ainsi qu’aux RGS et aux effecteurs (Bastepe et al., 2002). Enfin, switch III forme une  boucle 

lorsque la sous-unité α est sous sa forme activée. 

Hormis Gαt (t pour transducine, sous-unité α spécifique des récepteurs rhodopsine et cône-

opsine), toutes les protéines Gα subissent des modifications post-traductionnelles telles que 

l’ajout d’acide palmitique, ou plus rarement d’acide myristique, ce qui détermine la 

localisation de la sous-unité à la membrane et son potentiel d’interaction avec d’autres 

protéines (Degtyarev et al., 1994; Franco et al., 1996; Preininger et al., 2003). Contrairement 

à la myristoylation, la palmitoylation est réversible et dépend de l’état d’activation du 

complexe hétérotrimérique. Ainsi, la fixation de GTP et l’activation des sous-unités Gα 

favorisent leur dépalmitoylation, tandis que leur inactivation favorise leur palmitoylation 

(Zhang and Casey, 1996). 

S’il existe une spécificité dans les effecteurs recrutés par les protéines G, le mécanisme 

global d’activation des sous-unités α décrit dans le paragraphe précédent reste en revanche 

très conservé. Selon leur homologie de séquence et leur impact sur la régulation sélective 

d’effecteurs, ces sous-unités ont été classées en quatre grandes familles, i.e. Gαi/o, Gαq, Gαs et 

Gα12/13 (Simon et al., 1991).  

La famille Gαs inclut les sous-unités Gαs, Gαsxl et Gαsolf. Elles ont la capacité de stimuler 

les adénylates cyclases (AC) qui convertissent l’ATP en AMPc. Second messager, l’AMPc 

active la PKA, qui par phosphorylation du facteur de transcription CREB (cAMP response 

element-binding protein) entre autre, permet de réguler l’expression de nombreux gènes. 

L’activité de ces sous-unités est sensible à la toxine du choléra, produite par Vibrio cholerae, 

qui, en catalysant l’ADP-ribosylation (ADP : adénosine diphosphate) d’un résidu cystéine de 

l’extrémité C-terminale de Gα, empêche sa liaison au RCPG, maintenant ainsi la protéine G 

sous un état inactif. 

La famille Gαi/o englobe les protéines Gαi1-3, Gαo, Gαt, Gαz et Gαgust. A l’exception de 

Gαz, elles sont sensibles à la toxine pertussique (PTX), produite par Bordetella pertussis, et 



Les récepteurs couplés aux protéines G              Introduction 

 - 36 - 
Jane-Eileen Joubert 

qui catalyse l’ADP-ribosylation d’une cystéine de la région N-terminale des Gα, impliquée 

dans la liaison de la sous-unité au récepteur, inhibant ainsi les voies de signalisation 

normalement activées par ces sous-unités. Les sous-unités Gαi sont connues pour réduire la 

production d’AMPc depuis l’ATP en inhibant l’activité de l’AC. Ainsi, le recrutement des 

sous-unités Gαi par certains récepteurs a pour conséquence de diminuer l’activité enzymatique 

de protéines kinases dépendante de l’AMPc. La sous-unité Gαo est pour sa part capable de 

réguler les canaux calciques et potassiques, l’AC, certaines phospholipases C (PLC) et la voie 

de trandsuction des MAPK (mitogen activated protein kinase) (Bratton et al., 2012; Clark et 

al., 2003) 

La famille Gαq comprend les sous-unités Gαq, Gα11, Gα14 et Gα15/16. Elles activent 

classiquement une PLC responsable de l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate 

(PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3). Le DAG active la PKC qui 

phosphoryle de nombreux effecteurs intracellulaires, tandis que l’IP3 interagit avec un 

récepteur canal perméable au calcium, localisé à la surface du réticulum endoplasmique, et 

dont l’ouverture entraîne une élévation de la concentration cytosolique de calcium (Little et 

al., 1992). D’autres voies de signalisation activées par la famille des Gαq ont été décrites. À 

titre d’exemples, le RCPG PAR-1 (protease activated receptor-1) dont le ligand naturel est la 

thrombine, active le promoteur c-jun via le recrutement de différentes MAPK telles que la c-

Jun N-terminal kinase (JNK), MAPK p38, extracellular-signal-regulated kinase ERK5 et 

ERK6 (Marinissen et al., 2003) à travers un couplage à la protéine Gαq. Le récepteur de 

l’histamine H1 peut quant à lui activer la protéine RhoA suite à l’activation de Gq et la 

stimulation consécutive de p63RhoGEF (Lutz et al., 2005). 

La famille Gα12/13 est constituée des sous-unités α12 et α13 qui ne partagent que 65% 

d’homologie entre elles et 45% avec les autres sous-unités α. Elles apparaissent comme les 

principaux régulateurs de l’activité de Rho GTPases. Faute d’inhibiteurs pharmacologiques 

spécifiques, les voies de signalisation relayées par Gα12 et Gα13 ne sont étudiées que depuis 

peu, grâce aux outils d’interférence ARN (acide ribonucléique) notamment. L’utilisation de 

formes mutantes et constitutionnellement actives a révélé leur rôle dans la formation de fibres 

de stress d’actine et de point focaux d’adhésion via entre autres l’activation de la GTPase Rho 

(Buhl et al., 1995). Dans la lignée de fibroblastes Swiss 3T3, l’utilisation d’un mutant 

dominant négatif a démontré le rôle de la sous-unité Gα13 sur les fibres de stress via la 

transactivation du RTK sensible à l’epidermal growth factor (EGF), l’EGFR (Gohla et al., 

1998). La découverte d’une GEF ciblant Rho (p115RhoGEF) a également été montré au cours 

de la stimulation de la voie Rho/ROCK (Rho-associated protein kinase)/MLCK (myosin light 
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chain kinase), consécutive à l’activation de Gα12/13 et responsable de la migration cellulaire 

induite par le récepteur de chimiokine CXCR4 (Bian et al., 2006; Tan et al., 2006). 

L’ensemble de ces données est résumée dans le Tableau 3. 

Nom Gène Expression Exemple d’effecteurs 

Gαs GNAS Ubiquiste ↗toutes les AC 

Gαolf GNAL Epithelium olfactif, cerveau ↗AC 

Gαi1 GNAI1 Largement exprimé ↘AC I, III, V, VI, VIII, IX 

Gαi2 GNAI2 Ubiquitaire ↘AC I, III, V, VI, VIII, IX 

Gαi3 GNAI3 Largement exprimé ↘AC I, III, V, VI, VIII, IX 

Gαo GNAO Neurones ↘AC I 

Gαz GNAZ Neurones, plaquettes ↘ACV, VI, ↗RAP1GAP 

Gαgust GNAT3 Cellules gustatives ↗PDE 

Gαt-r GNAT1 Bâtonnets de la rétine ↗PDE6 

Gαt-c GNAT2 Cônes de la rétine ↗PDE6 

Gαq GNAQ Ubiquitaire ↗PLCβ1-4, ↗p63RhoGEF  

Gα11 GNA11 Ubiquitaire ↗PLCβ1-4, ↗p63RhoGEF 

Gα14 GNA14 Reins, poumons, foie ↗PLCβ1-4 

Gα15 GNA15 Cellules hématopoïétiques ↗PLCβ1-4 

Gα12 GNA12 Ubiquitaire ↗PDZ-RhoGEF, ↗LARG 

Gα13 GNA13 Ubiquitaire ↗PDZ-RhoGEF, ↗LARG 
Tableau 3. Les différentes sous-unités Gα et leur fonction chez l’Homme. AC : adénylate cyclase (ici de la 
classe III qui comprend les isoformes I à X),  LARG : RhoGEF associée à la leucémie (Leucemia associated 

RhoGEF), PDE : phosphodiestérase, PLC : phospholipase C, RAP1GAP : protéine d’activation de l’activité 
GTPasique de RAP1 (RAP1 GTPase-activating protein),  RhoGEF : facteur d’échange de la guanine de Rho 
(Rho-guanine nucleotide exchange factor), PDZ : Post-synaptic density protein, Drosophila disc larg tumor 

suppressor and Zonula occludens-1 protein (d’après Wettschureck et Offermanns, 2005). 

 

6.1.2. Sous-unités β et γ des protéines G 

Les sous-unités Gβ et Gγ ont une masse molaire d’environ 36 et 8 kDa, respectivement. 

Elles forment un complexe stable qui justifie de le considérer comme une même unité 

fonctionnelle Gβγ (Tableau 4), capable d’augmenter considérablement l’affinité de la sous-

unité Gα pour le RCPG inactivé et d’inhiber la libération spontanée du GDP fixé à Gα. 

Jusqu’au milieu des années 90, la sous-unité Gα était considérée comme l’élément majeur 

dans la signalisation relayée par les protéines G, reléguant ainsi le complexe Gβγ au rôle de 

plateforme protéique nécessaire au rapprochement de Gα avec le RCPG. Toutefois, une 

première étude portant sur des cellules embryonnaires cardiaques de Poulet avait démontré 

que l’acétylcholine, en interagissant avec les récepteurs muscariniques de type 2 (M2), 
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provoque le recrutement de Gβγ, lui-même responsable de l’ouverture du canal potassique de 

type gated inward rectifying potassium (Logothetis et al., 1987). Cette famille de canaux 

potassiques regroupe quatre sous-unités distinctes, chacune régulée par interaction directe 

avec les complexes Gβγ (Schoots et al., 1999), qui entraînent l’hyperpolarisation cellulaire 

via un efflux potassique et incidemment, un effet chronotrope négatif via le système 

parasympatique. Les complexes Gβγ ont aussi la capacité d’inhiber l’activité des canaux 

calciques voltage-dépendants (VDCC), ce qui se traduit par une réduction de l’amplitude des 

pics de courants calciques (pour revue : Currie, 2010). 

Comme décrit précédement (§ 6.1.1), les sous-unités Gαs et Gαi modulent l’activité des 

AC. Cependant, les complexes Gβγ possèdent la capacité d’interagir directement avec 

certaines isoformes d’AC pour réguler leur activité, qui selon les isoformes d’AC engagées, 

peut conduire à une augmentation ou une réduction de la production d’AMPc. Dans les deux 

cas, l’effet est relayé par une interaction directe entre le complexe Gβγ et les domaines 

cytoplasmiques C1 et C2 de l’AC (Chen et al., 1995; Diel et al., 2006; Wittpoth et al., 1999). 

Les PLC, activées par les protéines Gα de la famille Gαq, sont aussi régulées par les 

complexes Gβγ. Il existe 13 isoformes de PLC, classées en six familles, e.g. PLC-β, -γ, -δ, -ε, 

-ζ, et –η, parmis lesquelles PLC-β sont les principales cibles de la sous-unité αq. Ce sont aussi 

les premières pour lesquelles une interaction avec Gβγ conduisant à une augmentation de leur 

activité (et incidemment à une élévation de la concentration calcique intracellulaire) a été 

démontrée. Si Gα et le complexe βγ régulent tous deux la PLC-β, leurs sites d’interactions 

sont toutefois différents : la première lie le domaine C2, tandis que le second agirait via le 

domaine PH (pleckstrin homology) (Wang et al., 1999). Ces observations ne constituent pas 

une règle dans la mesure où βγ est capable de moduler l’activité de PLC-η2, pourtant 

dépourvue de domaine PH (Zhou et al., 2008). Enfin, Gβγ peut aussi agir sur l’activité de 

PLC-ε et PLC-η avec des efficacités différentes selon la composition du complexe.  

Par une liaison directe, les complexes Gβγ sont aussi capables de moduler l’activité de 

certaines phosphoinositide 3 kinases (PI3K) telles que PI3Kβ et PI3Kγ (Voigt et al., 2005), 

enzymes qui catalysent notamment la phosphorylation du groupe inositol du 

phosphatidylinositol, qui se traduit ainsi par la production de phosphatidylinositol-3-

phosphate (PIP3). La voie de signalisation typique engagée par les PI3K comprend Akt et 

mammalian target of rapamycin (mTOR), ce qui aboutit à la régulation de divers activités 

cellulaires telles que le trafic intracellulaire, la migration, la motilité, la croissance, la 

prolifération, ou encore la différenciation. L’ensemble de ces données est résumée dans le 

Tableau 4. 
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Nom Gène Expression Exemple d’effecteurs 

Gβ1 GNB1 Largement exprimé, bâtonnet  
Gβ 2 GNB2 Largement exprimé 
Gβ3 GNB3 Largement exprimé, cônes 
Gβ4 GNB4 Largement exprimé 
Gβ5 GNB5 Cerveau 
Gγ1 GNGT1 Bâtonnets, cerveau 
Gγ2 GNG2 Largement exprimé 
Gγ3 GNG3 Cerveau, cellules sanguines 
Gγ4 GNG4 Largement exprimé 
Gγ5 GNG5 Largement exprimé 
Gγ6 GNG6 Largement exprimé 
Gγ7 GNG7 Epithélium olfactif 
Gγ8 GNG8 Largement exprimé 
Gγ10 GNG9 Largement exprimé 
Gγ11 GNG10 Largement exprimé 
Gγ12 GNG11 Ubiquiste 
Gγ13 GNG12 Cerveau, bourgeons olfactifs  
Gγ14 GNG13 Cônes, cerveau 

 

Tableau 4. Liste des différentes sous-unités Gβ et Gγ chez l’Homme et fonctions. GIRK : canal potassique 
rectifiant entrant régulé par les protéines G ; GRK : kinase des RCPG ; PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase ; 
VDCC : canal calcique dépendant du voltage (d’après Wettschureck et Offermanns, 2005). 

Constituées d’un ensemble de protéines kinases spécifiques des sérines, thréonines et 

tyrosines, les MAPK sont elles aussi impliquées dans de nombreux processus cellulaires. Cet 

ensemble est divisé en cinq groupes : ERK1/2, MAPK p38, JNK1-3, ERK3/4 et ERK7/8 

(aussi appelées Nemo-like kinases), et ERK5. Principalement activées par les RTK, elles 

peuvent aussi initier leurs voies de signalisation suite à une stimulation d’un RCPG via Gβγ. 

Il a notamment été démontré que Gβγ pouvait stimuler ERK1/2, JNK et p38 (Coso et al., 

1996; Koch et al., 1994; Yamauchi et al., 1997). 

 

6.1.3. Liaison des protéines G aux récepteurs couplés aux protéines G 

Deux théories ont été proposées pour expliquer le couplage des protéines G aux RCPG. 

Selon la première, l’interaction entre ces deux protéines se fait selon un mode collisionnel et 

par diffusion latérale des protéines G au niveau de la membrane plasmique (on parle de 

couplage collisionnel), où les protéines G n’interagissent qu’avec des récepteurs activés 

(Gilman, 1987). Cependant, l’observation de complexes RCPG/protéine G (Galés et al., 2005) 

avant l’activation du récepteur, ainsi que l’activation rapide (de l’ordre de la milliseconde) des 

↘ACI, III, V, VI 

↗ACII, IV, VII 

↗PLCβ 
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↗GRK2-GRK3 

↗PI3K 

↗VDCC de type T 

↘VDCC de type N, P/Q, R 



Les récepteurs couplés aux protéines G              Introduction 

 - 40 - 
Jane-Eileen Joubert 

protéines G suite à la stimulation d’un RCPG (Hille, 1992), ont fait émerger la seconde 

hypothèse, selon laquelle il existerait un précouplage entre les RCPG et les protéines G. De 

nombreuses observations ont confirmé cette hypothèse, en particulier l’observation i) que la 

protéine Gt peut être associée aussi bien à la rhodopsine activée qu’inactivée (Jastrzebska et 

al., 2010), ii) qu’il est possible d’isoler des complexes récepteur/protéine G en l’absence de 

stimulation par un agoniste (Nanoff et Stiles, 1993), iii) que la majorité des sites de contact 

entre le récepteur muscarinique M3 et Gαs sont détectables aussi bien à l’état actif qu’inactif 

du récepteur (Hu et al., 2010) et iv) que les sous-unités Gαs et Gβγ sous toujours associées au 

récepteur β2-AD, indépendamment de son état d’activation (Lachance et al., 1999). Ainsi, un 

précouplage faciliterait la signalisation en évitant ou accélérant l’étape de collision. 

Le nombre croissant d’études cristallographiques de RCPG couplés ou non à différentes 

protéines G a permis de déterminer les éléments structuraux impliqués dans l’interaction des 

deux protéines. Parmi les différentes structures portées par les sous-unités α, 8 se sont avérées 

déterminantes pour le couplage au RCPG : la partie N-terminale de la sous-unité, des hélices 

α2, α4 et α6, et des boucles α2-β4, α4-β6, α3-β5 et αN-β1 du domaine GTPase. Les extrémités N- 

et C- terminales, les boucles α4-β6 et αN-β1 semblent participer à la spécificité d’interaction 

entre les protéines G et les RCPG (pour revue : Moreira, 2014). Plus spécifiquement, certains 

résidus semblent avoir leur importance. Par exemple, l’étude du complexe formé par le M3 et 

de la protéine Gq a montré que i) la sous-unité Gαq interagit avec plusieurs sites de l’hélice 8 

du M3 notamment via des résidus de la boucle α4-β6 et l’extrémité C-terminale ii) Gq se lie 

avec au moins trois résidus de la boucle cytoplasmique du DTM6 de M3 et iii) le résidu 

arginine de l’hélice αN de Gαq est en contact avec l’i2 de M3 (Hu et al., 2010). Dans le cas du 

complexe formé par la rhodopsine et Gαt, la boucle i3 de la rhodopsine est proche des 

extrémités N- et C-terminale ainsi que de la boucle α4-β6. L’extrémité C-terminale de Gαt 

interagit avec l’i3, la boucle cytoplasmique du DTM6 ainsi qu’avec l’hélice 8 de la rhodopsine 

(Ernst et al., 2000; Itoh et al., 2001; Janz et Farrens, 2004; Taylor et Neubig, 1994). Dans le 

cas du récepteur β2-AD couplé au complexe Gαsβ1γ2, la structure cristallographique montre 

que parmi les structures de Gα, seules les parties C- et N-terminales et l’hélice α4 interagissent 

avec le récepteur (Rasmussen et al., 2011). Comme il avait déjà été observé pour la 

rhodopsine, il apparait que la partie C-terminale s’insère au cœur de la cavité cytoplasmique 

(formée au cours de l’activation du récepteur) constituée des DTM3, 5, 6 et 7 (Janz et Farrens, 

2004; Rasmussen et al., 2011; Scheerer et al., 2008). D’autres études ont également démontré 

que le motif E/DRY est impliqué dans une interaction directe avec les sous-unités Gα (Choe 
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et al., 2011; Scheerer et al., 2008), ce qui corrobore les mécanismes d’activation et la théorie 

du verrou ionique observé pour les RCPG. 

Le complexe βγ joue donc un rôle dans la stabilisation du complexe protéine G/récepteur 

en initiant une conformation de la sous-unité Gα qui favorise et stabilise son interaction avec 

le RCPG (Oldham et al., 2006). De plus, il a été montré que la queue C-terminale de Gβ est 

en contact avec la boucle i3 du récepteur α2-AD (Taylor et al., 1994), ou que le complexe Gβγ 

interagit avec l’hélice 8 de la rhodopsine (Phillips et Cerione, 1992). De manière surprenante, 

aucune interaction n’a été observée en crystallographie par Rasmussen et al. entre le récepteur 

β2-AD et Gβγ (Rasmussen et al., 2011). 

En conclusion, les structures déterminantes dans l’interaction RCPG/protéines G sont 

principalement comprises dans le domaine GTPase et les extrémités de la sous-unité α, ainsi 

que les parties cytoplasmiques des RCPG telles que celles des DTM3, 5, 6 et 7, la boucle i3 et 

l’hélice 8. Ces sites peuvent en outre être partagés avec des protéines responsables de la 

régulation de la signalisation des RCPG via les protéines G.  

 

6.1.4. Régulation des protéines G par les RGS 

Les protéines régulatrices de la signalisation des protéines G (ou RGS pour regulators of 

G-protein signaling) appartiennent à une catégorie de protéines intracellulaires capables 

d’inhiber la signalisation des RCPG. Cette activité inhibitrice passe par une interaction directe 

avec la sous-unité α des protéines G via leur partie centrale disposant d’une « RGS box », ou 

domaine RGS, composé de 125 acides aminés constituant une séquence conservée (Koelle et 

Horvitz, 1996). À ce jour, une trentaine de RGS ont été identifiées pour leur capacité à 

interagir avec les sous-unités Gαi/o, Gαq et Gα12/13. En fonction de la séquence de leur 

domaine RGS, ces protéines ont été classées en cinq familles : R4, R7, R12, RZ et RA (Ross 

et Wilkie, 2000).Ce motif conservé est également retrouvé dans d’autres protéines régulatrices 

de l’activité des RCPG, comme les kinases de récepteurs couplés aux protéines G (GRK) ou 

les RhoGEF.  

En catalysant l’hydrolyse du GTP porté par Gα, qui met fin à son activité et promeut la 

réassociation du complexe Gαβγ, les RGS jouent sur la durée et la cinétique de signalisation 

des RCPG. Ainsi, ces protéines peuvent aussi être appelées GAP, pour GTPase activating 

proteins (Oldham et Hamm, 2008). Pour preuve, l’induction de l’expression ou la 

surexpression de RGS diminue l’efficacité et/ou la puissance d’un agoniste (Hollinger et 

Hepler, 2002; Roy et al., 2006). À l’inverse, l’inhibition ou la réduction de l’expression de 
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certaines RGS améliore l’activité d’agonistes de certains récepteurs, comme observé pour les 

récepteurs CXCR4, AT1 ou encore M3 (Bansal et al., 2007). 

La RGS4 est la plus étudiée des membres de cette superfamille. D’un point de vue 

structural, elle est composée d’un domaine RGS flanqué des régions N- et C- terminales. Ces 

extrémités sont impliquées dans la localisation subcellulaire de la protéine, tandis que le 

domaine RGS assure un rôle de régulateur des protéines G. La surexpression de RGS4 bloque 

la signalisation induite par l’activation de Gαi/o ou de Gαq tandis que l’expression basale de 

cette protéine n’a quant à elle qu’un effet modéré sur la signalisation calcique relayée par Gαq 

et induit une oscillation rythmique de la concentration cytosolique calcique (Luo et al., 2001; 

Xu et al., 1999). Ces données suggèrent une régulation fine de la signalisation des protéines G 

par les RGS en conditions physiologiques plutôt que l’inhibition observée dans les modèles 

d’étude où elles sont surexprimées. 

 

6.2. Kinases de récepteurs couplés aux protéines G 

Les G-protein coupled receptors kinases (GRK) sont capables de phosphoryler un RCPG 

activé par un agoniste, indépendamment des seconds messagers. Cette phosphorylation est la 

première étape de la désensibilisation du récepteur, étape suivie par le recrutement des β-

arrestines (cf ; § 6.3) (Moore et al., 2007). Selon leur distribution tissulaire ou leur spécificité 

pour certains récepteurs, les 7 membres des GRK sont répertoriés dans trois catégories : 

GRK1 et GRK7, spécifiques de la rhodopsine et du récepteur « cône-opsine » ; GRK2 et 

GRK3, exprimés de manière ubiquiste; GRK4, majoritairement exprimée au niveau cérébral, 

rénal et testiculaire; GRK5 et GRK6, toutes deux ubiquistes. 

Toutes les GRK partagent une structure comprenant un domaine catalytique très conservé, 

tandis que leurs domaines N- et C-terminal sont plus variables. La partie N-terminale abrite 

des sites d’interactions avec d’autres protéines et détermine la localisation intracellulaire de la 

protéine. GRK2 possède aussi un domaine « RGS-like », qui lui permet d’abolir la 

signalisation de Gαq/11 en séquestrant cette sous-unité et en l’empêchant d’interagir avec ses 

effecteurs (Dorn, 2009). Le domaine C-terminal, commun aux GRK2 et GRK3, contient 

quant à lui des sites de liaisons au complexe Gβγ et au PIP2 impliqués dans l’adressage des 

GRK aux RCPG membranaires (Pitcher et al., 1992).  

Une fois activées par phosphorylation (par exemple par un RCPG) (Palczewski et al., 

1991), les GRK sont capables de phosphoryler à leur tour des résidus sérines et thréonines 

présents sur la boucle i2 ou l’extrémité C-terminale des RCPG. Ces phosphorylations sont 

notamment responsables du recrutement des β-arrestines, qui favorisent le découplage des 
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RCPG aux protéines G (désensibilisation) ainsi que leur internalisation et leur trafic intracel-

lulaire. Les différentes GRK ne phosphorylent pas les récepteurs de la même manière. Ainsi, 

l’hypothèse de la signalisation en code-barre propose que les différents patrons de phospho-

rylations résultant de l’action des GRK imposent des conformations variables aux β-arrestines 

menant à diverses signalisations (Nobles et al., 2011). 

 

6.3. Les β-arrestines 

Il existe quatre type d’arrestines (1 à 4) répertoriées dans deux familles : les arrestines 

visuelles (1 et 4) et non-visuelles (ou β-arrestines 1 et 2). Les arrestines visuelles interagissent 

avec le récepteur rhodopsine, alors que les β-arrestines sont ubiquistes. Ces protéines sont 

recrutées par un RCPG activé (Krasel et al., 2005) dont le domaine intracellulaire est 

préalablement phosphorylé par les GRK (Nobles et al., 2007; Xiao et al., 2004). Dépourvues 

d’activité enzymatique, les arrestines servent alors de plateformes dont les fonctions 

dépendent des partenaires protéiques engagés.  

Principalement constituées de feuillets β, les arrestines ont une forme allongées et sont 

composées de deux domaines immunoglobulin-like nommés domaine N et C (Figure 17). Le 

domaine N contient une petite hélice α nommée hélice 1 et des structures entre les feuillets β 

appelées finger loop, middle loop et lariat loop qui constituent une interface entre les 

domaines N et C (Shukla et al., 2013). 

 

Figure 17. Superposition des structures de la β-arrestine 1 et β-arrestine 2. La superposition des structures 
cristallographiques de la β-arrestine 1 (gris) et de la β-arrestine 2 (doré) dans leur conformation inactive révèle 
des structures 3D très comparables. Les trois éléments d’interaction (« three element interaction ») et le cœur 
polaire d’interaction (« polar core interaction »), qui maintiennent les β-arrestines dans leur conformation 
basale, sont indiqués (cerlces bleu). Les boucles lariat loop, middle loop et finger loop, qui pourrait jouer un rôle 
dans l’interaction aux RCPG, et l’hélice α sont également indiquées. D’après Srivastava et al., 2015. 

 

Domaine N Domaine C
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La résolution récente de la structure de la rhodopsine associée à une arrestine visuelle pré-

activée montre que celle-ci interagit sur plusieurs sites du récepteur i.e. les extrémités 

cytoplasmiques des DTM5, 6 et 7, les boucles i2 et i3, l’hélice 8 et l’extrémité C-terminale. 

Sur l’arrestine, les zones de contact sont essentiellement les boucles séparant les feuillets β du 

domaine N (principalement la finger loop, qui adopte une conformation en hélice α quand 

l’arrestine est activée), ainsi que le feuillet β qui suit la finger loop (Kang et al., 2015). 

Le rôle classiquement attribué aux β-arrestines réside dans l’endocytose et l’arrêt de la 

signalisation des RCPG induits par les protéines G (ou désensibilisation). En effet, les β-

arrestines sont impliquées dans différentes voies d’endocytose telles que les voies clathrine-

dépendantes, cavéole-dépendantes et clathrine/cavéole-indépendantes. Pour exemple, en ce 

qui concerne la voie clathrine-dépendante, les β-arrestines jouent un rôle majeur dans le 

recrutement de la protéine adaptatrice AP-2 (pour adaptor protein-2) et de la clathrine pour 

former un complexe d’endocytose avec le RCPG. Il a été démontré que la β-arrestine 1 était 

constitutivement phosphorylée par ERK1/2, diminuant l’interaction avec la clathrine. Après 

activation du récepteur β2-AD, la β-arrestine 1 est recrutée au récepteur, permettant 

l’engagement des protéines adaptatrices de l’endocytose (Lin et al., 1997). Le recrutement 

d’AP-2 et de la clathrine force ensuite la membrane plasmique à s’invaginer pour ensuite 

former une vésicule intracellulaire (Laporte et al., 1999). Les récepteurs sont ensuite dirigés, 

selon l’affinité du RCPG pour les β-arrestines, vers des endosomes de recyclage amenant de 

nouveau le récepteur à la membrane, ou vers des endosomes tardifs conduisant à la 

dégradation des RCPG par les lysosomes (Oakley et al., 1999, 2000). L’arrimage des 

arrestines à un RCPG activé conduit à sa désensibilisation. En effet, en occupant les mêmes 

sites d’interaction, les arrestines, par encombrement stérique, découplent les RCPG des 

protéines G, ce qui a pour conséquence d’en arrêter la signalisation (Lohse et al., 1992; 

Mukherjee et al., 1999). Cependant, les β-arrestines ont également un rôle dans la 

transduction de la signalisation, indépendamment des protéines G. Notamment, les β-

arrestines sont responsables du recrutement de la tyrosine kinase c-Src (cellular-Src, Src pour 

sarcoma) au récepteur, facilitant ainsi l’activation de MAPK telles que ERK1/2 (Wei et al., 

2003), les JNK (McDonald et al., 2000) ou encore la kinase p38 (Sun et al., 2002). Ainsi, les 

β-arrestines jouent un rôle dans les effets cellulaires variés de ces kinases, tels que la 

migration, la prolifération, la survie cellulaire, ou encore l’activation de gènes (Figure 18).  

L’étude récente de la structure d’un récepteur β2-AD chimérique, dénomé β2V2R (dans 

lequel la région C-terminale du récepteur β2-AD est remplacée par celle du récepteur de type 

2 de la vasopressine, V2R) a montré que la β-arrestine 1 pouvait adopter deux conformations 



Les récepteurs couplés aux protéines G              Introduction 

 - 45 - 
Jane-Eileen Joubert 

distinctes en interaction avec le récepteur chimérique : dans l’une, la β-arrestine 1 ne se lie 

que sur le fragment C-terminal phosphorylé du récepteur, tandis que l’autre permet à la finger 

loop de s’insérer dans le cœur du RCPG (Shukla et al., 2014). Cette dernière conformation, 

qui rappelle celle adoptée par les sous-unité α des protéines G, a été récemment décrite grâce 

à une étude cristallographique du récepteur β2-AD (Kang et al., 2015).  

 

Figure 18. Différents effets des β-arrestines dans la signalisation des RCPG. A. Désensibilisation des RCPG 
par découplage des protéines G dû à l’encombrement stérique induit par la liaison des β-arrestines. B. 
Internalisation du complexe RCPG/β-arrestines suite au recrutement de la protéine adaptatrice AP-2 et de la 
clathrine. L’internalisation aboutit à un recyclage à la membrane ou à une dégradation des RCPG selon leur 
affinité pour les β-arrestines. C. Voies de signalisation indépendantes des protéines G. Les β-arrestines 
entraînent l’activation de la voie des MAPK impliquées dans de nombreux processus cellulaires. D. Hypothèse 
de la formation d’un mégacomplexe de signalisation avec un couplage des RCPG à la fois aux protéines G et aux 
β-arrestines, menant à la persistance de la voie de signalisation dépendante des protéines G depuis les endosomes 
précoces. 
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L’interaction de β-arrestine 1 avec le domaine C-terminal du RCPG uniquement, laisse 

accessible les boucles intracellulaires du récepteur, ce qui permettrait au complexe internalisé 

RCPG/β-arrestine et potentiellement protéine G, de continuer à signaliser depuis les 

endosomes précoces. Cette hypothèse est confortée par le fait qu’une signalisation prolongée 

via Gαs a été observée suite à la stimulation et l’internalisation du V2R (Calebiro et al., 2009). 

Afin de vérifier leur hypothèse, cette équipe a utilisé le récepteur chimère β2V2R et des 

antagonistes imperméants ou permeants à la membrane plasmique, et mesuré l’activité de la 

protéine Gs à travers l’accumulation d’AMPc. Ainsi, de manière tout à fait originale, ces 

auteurs ont montré qu’après internalisation, le récepteur β2V2R lié à la β-arrestine 1 était 

capable de maintenir une signalisation via la protéine Gs. Cette équipe a également mis en 

évidence, par la technique de BRET (bioluminescence resonance energy transfer) une 

proximité (10 nm) entre la sous-unité Gαs et les β-arrestines 1 et 2, et a pu observer, par la 

technique d’électromagnétisme, le méga-complexe β2V2R/β-arrestine 1/Gαs (Thomsen et al., 

2016). Cependant, l’utilisation d’un récepteur chimérique, dans lequel la région C-terminale 

d’un récepteur de classe B (V2R), connu pour interagir de manière plus soutenue avec les β-

arrestines (Oakley et al., 1999, 2000), ont amené Thomsen et al. à proposer que la formation 

de ce méga-complexe et la signalisation depuis les endosomes intracellulaires pourraient être 

rares ou limitées pour les récepteurs de classe A. 

 

6.4. Mécanismes de transactivation par les récepteurs couplés aux protéines G 

Les voies de signalisation des RCPG suivent classiquement une cascade d’évènements 

linéaires, depuis l’interaction de l’agoniste jusqu’au recrutement des différents effecteurs 

intracellulaires. Toutefois, il est maintenant clairement établi que certains RCPG sont aussi 

capables d’activer des récepteurs membranaires, recrutant ainsi les voies de signalisation qui 

leur sont associées. 

Nommée transactivation, cette voie de signalisation singulière a initialement été décrite sur 

une lignée de fibroblastes dans laquelle l’activation de RCPG entraîne la phosphorylation 

rapide de résidus tyrosine du récepteur de l’EGFR (Daub et al., 1996) avec une efficacité 

comparable à celle observée en présence du ligand naturel EGF (Leserer et al., 2000). En fait, 

le groupe des RTK, auquel appartient l’EGFR, constituent la catégorie majoritaire de 

récepteurs transactivés par les RCPG. De plus, ces derniers peuvent également transactiver 

d’autres types de récepteurs à activité proche de celle des RTK, tels que les récepteurs de la 

famille des TGF-β (transforming growth factor β) ou les Toll-like receptors.  
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La transactivation des RTK par certains RCPG met en jeu l’activation i) de 

métalloprotéases matricielles (MMP) liées à la membrane plasmique (Leserer et al., 2000; 

Prenzel et al., 1999) ou ii) de seconds messagers tels que le Ca2+ ou de protéines partenaires 

des RCPG (PLC, Src, β-arrestines ou encore les protéines G) qui à leur tour entraînent la 

phosphorylation et l’activation des RTK (Andreev et al., 2001; El-Shewy et al., 2011; 

Esposito et al., 2011; Gesty-Palmer et al., 2013).  

Il a été montré que le récepteur β2-AD est capable de transactiver le récepteur PAR-1 via 

l’action de la MMP de type 13 (Jaffré et al., 2012). On parle également de transactivation 

lorsque deux (ou plusieurs) RCPG collaborent dans leur signalisation au cours d’une 

interaction physique de type di- ou oligo-mérisation. Ce phénomène a tout d’abord été 

découvert pour les récepteurs de la famille C, ou Glutamate, avec par exemple les 

GABABR1/GABABR2 (Kaupmann et al., 1998) et du glutamate mGluRs (Pin et al., 2004), 

puis étendu aux récepteurs de la famille Rhodopsine (pour revue: Franco et al., 2016). Ainsi, 

certains RCPG sont capables de transactiver d’autres RCPG par une interaction physique ou 

par l’activation de protéines intermédiaires qui ont pu être de manière non exaustive décrites 

dans ce premier chapitre.  

 

6.5. Biais de signalisation 

Jusqu’au milieu des années 90, la communauté scientifique pensait que i) les ligands d’un 

RCPG donné pouvaient présenter différentes efficacités tout en activant le même set de 

protéines de signalisation (protéines G et β-arrestines par exemple) et ii) un agoniste donné 

activait les protéines G et β-arrestines avec une efficacité équivalente. Ces paradygmes étaient 

en adéquation avec l’hypothèse selon laquelle il n’existait qu’un seul et même état 

d’activation du RCPG, responsable de l’amplitude des réponses cellulaires (Benovic et al., 

1988). De fait, en fonction de l’impact d’un ligand sur un RCPG, on distinguait plusieurs 

types : 1) l’agoniste complet, capable d’induire une activation maximale du récepteur (et 

implicitement une réponse maximale), 2) l’agoniste partiel, moins efficace que le précédent, 

3) l’antagoniste, dépourvu d’effet propre mais capable de réduire voire bloquer l’efficacité et 

la puissance d’un agoniste, et enfin 4) l’agoniste inverse qui inhibe l’activité 

basale/constitutive d’un RCPG. Cependant, et grâce à des études originellement réalisées sur 

les récepteurs cholinergiques (cf. ci-après), puis aux nombreuses études pharmacologiques et 

structures crystallographiques, il est maintenant admis que parmi les agonistes d’un RCPG 

donné, certains peuvent privilégier une voie de signalisation par rapport à une autre (Violin et 



Les récepteurs couplés aux protéines G              Introduction 

 - 48 - 
Jane-Eileen Joubert 

Lefkowitz, 2007). Dans ce cas, on parle alors de sélectivité fonctionnelle, d’agonisme biaisé 

ou encore de biais de signalisation (Jarpe et al., 1998; Kenakin, 1995).  

La première proposition d’un agonisme biaisé a été rapportée par différentes équipes qui 

ont démontré que la liaison de l’acétylcholine au récepteur muscarinique M1 active aussi bien 

la voie de l’AMPc (par un couplage à Gs) que la voie de la PLC (via Gq), alors que certains 

analogues cholinergiques bloquent l’accumulation d’AMPc tout en conservant la capaciter 

d’activer la PLC (Fisher et al., 1993; Gurwitz et al., 1994). Après ces travaux pionniers, 

d’autres groupes ont mis en évidence une signalisation biaisée pour un large éventail de 

RCPG. Parmi les cas de figure recensés, celui des β-arrestines vis-à-vis des protéines G est le 

plus commun. À titre d’exemple, l’ICI118.551 et le propanolol, agonistes inverses du 

récepteur β2AD vis à vis de la signalisation de l’AC/AMPc, se comportent comme des 

agonistes partiels lorsque l’on considère la voie ERK1/2 relayée par les β-arrestines (Azzi et 

al., 2003).  

On peut également évoquer le cas du récepteur AT1 de l’angiotensine II (AngII), qui 

compte parmi les RCPG les plus étudiés en terme de biais de signalisation. Ce couple 

ligand/récepteur provoque i) l’hydrolyse du phosphatidylinositol via un couplage Gq et 

l’activation de la PLC, ii) l’activation de la voie MAPK, iii) la phosphorylation du récepteur 

et iv) l’internalisation du complexe AT1/AngII. Un peptide analogue de l’AngII, le 

[Sar1,Ile4,Ile8]AngII (SII), dont les chaînes latérales des acides aminés impliqués dans la 

liaison au récepteur ont été modifiées, est capable de stimuler la voie MAPK, la 

phosphorylation d’AT1 et son internalisation, mais n’a pas d’impact sur l’accumulation d’IP3 

(Holloway et al., 2002). Les auteurs proposent que l’activation d’AT1 par ces analogues 

modifie l’état d’activation du récepteur en conférant des états conformationnels différents de 

ceux induits par l’AngII. Dans la continuité de ces travaux,  Lefkowitz et coll. ont montré que 

SII, incapable de provoquer le couplage à la protéine Gq/11 au récepteur AT1 ainsi que 

l’accumulation d’IP3, peut initier le recrutement de la β-arrestine 2, l’internalisation du 

récepteur et la stimulation de ERK1/2. Ces effets sur l’internalisation du récepteur et la voie 

MAPK du ligand SII sont bloqués en présence d’ARN interférent ciblant la β-arrestine 2 (Wei 

et al., 2003). Ainsi, le ligand SII de l’AT1 se comporte comme un ligand biaisé du récepteur 

AT1. Il convient de noter que ces premiers résultats sont en contradiction avec ceux obtenus à 

l’aide de nouveaux outils d’études pharmacologiques basés sur le BRET, qui ont montré que 

l’AngII mais aussi SII étaient capables de recruter la β-arrestine 2 et d’activer toutes les 

isoformes des protéines G des familles Gq/11 ou Gi/o. Il semble toutefois que les deux ligands 
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ne stabilisent pas la même conformation du récepteur AT1 lié aux protéines G, ce qui 

conduirait éventuellement à des différences de signalisation  (Saulière et al., 2012).  

Un autre exemple intéressant est celui du récepteur CXCR4, dont le ligand endogène 

CXCL12 existe à la fois sous forme mono- et dimérique (Kufareva et al., 2014; Ziarek et al., 

2013). Il apparait que la forme monomérique de CXCL12/SDF-1α est capable de mobiliser le 

Ca2+ intracellulaire, d’inhiber la voie de signalisation de l’AMPc, de recruter la β-arrestine 2 

et de stimuler l’accumulation des filaments d’actine lors de la migration cellulaire. La forme 

dimérique du ligand peut quant à elle provoquer une augmentation des flux calciques, 

l’inhibition de l’AC et une rapide phosphorylation de la MAPK ERK1/2. En revanche, elle est 

incapable de stimuler le recrutement des β-arrestines, la polymérisation des filaments d’actine 

ou encore la migration chimiotactique. Il apparaît donc que la structure quaternaire du ligand 

est déterminante dans les voies de transductions engagées par le récepteur CXCR4 suite à sa 

stimulation (Drury et al., 2011). La pepducine ATI-2341, un fragment peptidique dérivé de la 

séquence de la boucle i3 du récepteur CXCR4 auquel a été greffée une entité hydrophobe, agit 

également comme un ligand biaisé du CXCR4. Plus précisement, alors que CXCL12 peut 

recruter les protéine Gi et G12 et chacune des β-arrestines 1 et 2, la pepducine est seulement 

capable de solliciter des protéines de la famille Gi, par antagonisme des autres voies (Quoyer 

et al., 2013). 

La principale hypothèse retenue pour expliquer le biais de signalisation propose que les 

différences structurales des ligands seraient responsables des variations de conformation 

adoptée par les RCPG activés, aboutissant ainsi au recrutement sélectif ou à la stabilisation de 

différents états conformationnels des effecteurs intracellulaires (Costa-Neto et al., 2016). 

Cette hypothèse est corroborée par un nombre croissant d’études qui démontrent que des 

ligands de structures différentes sont capables de stabiliser les RCPG dans des états 

conformationnels distincts. On peut citer par exemple les études de résonnance magnétique 

nucléaire (RMN) sur les états d’activation du récepteur β2-adrénergique (Nygaard et al., 

2013), ainsi que les travaux menés par l’équipe du Dr Kobilka. Cette dernière évalue la 

dynamique des RCPG (rhodopsine et β2-AD) et des variations d’énergie en fonction de la 

conformation (Deupi et Kobilka, 2010). Les études de simulation de dynamique moléculaire 

du récepteur AT1, par l’équipe du Dr Lavigne, montrent que les état conformationnels du 

récepteur sont différents lorsqu’il est couplé aux β-arrestines ou à la protéine Gαq (Cabana et 

al., 2015). Cette idée de différents états actifs d’un même récepteur a également été proposée 

pour le récepteur de type 2A de la sérotonine (5-HT2A) après des simulations de dynamique 

moléculaire. Celles-ci ont montré que les ligands hallucinogènes et non-hallucinogènes du 5-
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HT2A favorisent différentes conformations de sa boucle i2 (Perez-Aguilar et al., 2014), 

phénomène également observé en spectrométrie quantitative de masse pour le récepteur β2-

AD (Kahsai et al., 2011). 

D’un point de vue structural, la mutation dirigée d’acides aminés au sein des DTM 6 et 7 

impliqués dans l’activation du récepteur CCR5 (récepteur 5 de chimiokine de type CC) a 

également un impact sur sa signalisation évoquée par certains ligands chimiokines. En 

particulier, la substitution du résidu tyrosine 251 du DTM 6 en alanine empêche le 

recrutement des β-arrestines normalement induit par son ligand CCL3, tandis que l’activation 

de Gi et de sa voie de signalisation sont conservées. À contrario et sur ce même modèle, le 

ligand CCL5 gagne considérablement en efficacité vis-à-vis de la β-arrestine, par rapport au 

récepteur natif. De manière inattendue, l’aplaviroc, antagoniste de CCR5 agit alors comme un 

agoniste complet du récepteur muté (Steen et al., 2013). 

Alors que de nombreux cas de biais de signalisation ont été décrits à partir d’études in 

vitro, l’impact pharmacologique in vivo de ce phénomène reste peu référencé et difficile à 

anticiper. En effet, s’il existe des biais de signalisation dépendant des ligands, le tissu 

cellulaire ciblé et l’expression du récepteur d’intérêt au sein de ce même tissu peut influencer 

les voies de transduction engagées par un ligand. Quoi qu’il en soit, le criblage de ligands dits 

biaisés dans le développement de nouvelles thérapies reste prometteur pour limiter certains 

effets secondaires induits par des ligands opioïdergiques. Dans cette optique, on pourrait 

s’affranchir i) des effets de dépression respiratoire relayés par les β-arrestines (Raehal et al., 

2005) et ii) de la tolérance et/ou dépendance des opioïdes couramment utilisés comme 

analgésiques. C’est pourquoi la mise en évidence d’analgésiques opioïdergiques incapables de 

recruter cette voie de transduction (Groer et al., 2007) pourrait ainsi éviter ces effets 

secondaires (Xu et al., 2007) voire améliorer l’effet désiré en première instance (Bohn et al., 

1999). Toujours dans cet esprit, il a été montré que le losartan, un antagoniste du récepteur 

AT1, prévient les effets vasoconstricteurs néfastes relayés par le système angiotensinergique, 

mais réduit la pression artérielle moyenne et les performances cardiaques. En revanche, 

l’utilisation du ligand biaisé TRV120027 augmente les performances cardiaques tout en 

préservant le volume ischémique cardiaque chez le Rat (Violin et al., 2010). Des effets 

comparables ont été observés pour des modèle canins d’insuffisance cardiaque, dans lequel le 

TRV120027 rétablit les fonctions cardiaques tout en préservant le fonctionnement rénal 

(Boerrigter et al., 2012). 

Ainsi, des ligands engageant spécifiquement une voie de signalisation d’un RCPG donné, 

constituent une piste très prometteuse dans la découverte de nouvelles molécules 
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thérapeutiques et dans l’amélioration des thérapies actuelles. Afin de développer de nouveaux 

ligands biaisés, il est toutefois indispensable aussi de comprendre les mécanismes 

d’interaction entre ligand et récepteur.  

 

En conclusion, il apparait ainsi que la compréhension de la structure des RCPG, leur 

mécanismes d’activation et les cascades de signalisation possibles associées à ces récepteurs, 

ne permet finalement pas la généralisation des mécanismes, bien que les ligands, les RCPG, 

les protéines G, les protéines régulatrices des protéines G et les effecteurs, se présentent sous 

forme de « modules d’assemblage ». Ainsi, les études évolutives, phylogénétiques et 

expérimentales du rôle des acides aminés clefs qui permettent l’activation de certaines classes 

de RCPG, permettraientt d’étayer les mécanismes de sélectivité et/ou de biais de signalisation, 

conduisant à des activités cellulaires distinctes. À terme, ce sont bien des ligands et outils 

pharmacologiques développés sur la base de cette compréhension qui sont recherchés, 

notamment dans le cas ici du récepteur UT de l’urotensine II, appartenant à la famille SO, et 

dont les effets cellulaires, physiologiques et physiopathologiques sont encore mal compris. 
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Chapitre 2 : Fonctions du système urotensinergique du cluster SO 

Comparaison au système kisspeptine (PEP) et chimiokine SDF-1/CXCR4 (CHEM) 

 

1. Le système urotensinergique, de l’Aplysie à l’Homme 

Découvertes conjointement par deux biologistes, Howard Bern de l’Université de Berkeley 

(Californie) et Karl Lederis de l’Université de Calgary (Canada) à la fin des années 1960, les 

« urotensines » sont des neuropeptides isolés initialement à partir du système neurosécréteur 

(urophyse) d’un poisson téléostéen, le Gillichthys mirabilis, et ainsi nommés pour leur 

capacité à stimuler la musculature lisse (Bern & Lederis, 1969). Parmi eux, l’UII fut identifiée 

chez de nombreuses espèces de poissons (Pearson et al., 1980), puis au début des années 

1990, dans le cerveau d’un tétrapode, la grenouille verte Rana ridibunda (Conlon et al., 

1992). A la suite de cette découverte, le gène codant l’UII fut séquencé chez d’autres espèces 

de mammifères y compris l’Homme (Ames et al., 1999 ; Coulouarn et al., 1998). 

 

1.1. Structure des peptides urotensinergiques 

L’UII est composé de 11 acides aminés chez les primates (Figure 19), Homo sapiens 

inclus, jusqu'à 17 acides aminés chez la Souris, et montre une remarquable conservation de sa 

structure au cours de l’évolution, notamment au sein d’une portion hexapeptidique CFWKYC 

C-terminale formée par l’association covalente de deux cystéines via un pont disulfure. 

L’identité de cette séquence a été rigoureusement respectée au cours des 560 millions 

d’années d’évolution qui séparent la Lamproie de l’Homme (Coulouarn et al., 1998), 

suggérant une importance capitale du cycle dans l’activité biologique. A ce jour, l’UII a été 

caractérisée chez une seule espèce d’invertébrés, le Lièvre de mer ou Aplysia california 

(González et al., 1992), sous une forme composée de vingt acides aminés et dont 

l’hexapeptide cyclique ne diffère de celui des vertébrés par deux résidus seulement 

(Romanova et al., 2012). 

En 2003, un peptide paralogue de l’UII, l’urotensin II-related peptide (URP) a été isolé à 

partir d’extraits de cerveaux de Rat (Sugo et al., 2003). Le clonage des ADNc codant les 

prépro-URP de l’Homme, de la Souris et du Rat a révélé que les précurseurs possèdent 54% 

d’homologie entre l’Homme et le Rat, contre 47% entre l’Homme et la Souris (Sugo et Mori, 

2008). Identique chez tous les mammifères, la séquence de l’URP (Figure 19) est très proche 

de celle de l’UII puisqu’elle correspond à l’Ala1-UII5-11 humaine. 
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Des études de RMN ont révélé qu’en solution aqueuse, la partie cyclique de l’UII adopte 

une structure contrainte, sans tour canonique, i.e. une structure tertiaire constituée 

d’interactions stables de type hydrogène entre des acides aminés, au lieu d’appariements 

classiques de type covalent (Flohr et al., 2002). Les Drs Isabelle Milazzo et Laure Guilhaudis 

(COBRA, IRCOF, Rouen) ont aussi démontré que l’UII humaine présente dans l’eau un γ-

turn inverse (Lescot et al., 2007) (Figure 19) alors qu’en milieu micellaire sodium dodécyl 

sulfate, sa forme tronquée (hUII 4-11) possède un β-turn de type II (Carotenuto et al., 2004).  

 

 
Figure 19. Comparaison de la séquence peptidique et de la structure tridimensionnelle de l'UII et de 
l'URP.  Le pont disulfure (jaune) et les acides aminés (orange) du cycle correspondent à une portion hydrophobe 
indispensable à l’interaction du ligand avec son récepteur. D’après les travaux des Drs Milazzo et Guilhaudis 
(COBRA UMR6014 CNRS, Rouen).  

Les différences de conformation entre l’UII et l’URP ou les formes courtes d’analogues 

plaident en faveur d’une modulation allostérique de la forme liée du récepteur, susceptible de 

conduire à l’activation de voies de couplage distinctes. Cette hypothèse pourrait expliquer les 

activités biologiques parfois variables de l’UII et de l’URP (Chatenet et al., 2013 ; Doan et 

al., 2012 ; Jarry et al., 2010 ; Prosser et al., 2008). 

 

1.2. Gènes codant les peptides urotensinergiques 

Chez l’Homme, les gènes codant l’UII et l’URP, UTS2 et UTS2b respectivement, sont 

composés de cinq exons et localisés dans les régions p36 du chromosome 1 et q28 du 

chromosome 3, respectivement (Sugo et al., 2003). Le gène de l’UII code précisément un 

préproUII, dont la maturation génère deux isoformes de proUII (cf. § 1.3), et celui de l’URP 

pour un préproURP.  

Deux gènes paralogues à la famille de l’UII ont été identifiés chez les téléostéens.  Appelés 

URP1 et URP2, ces gènes auraient disparu dans le lignage des tétrapodes (Parmentier et al., 

2011). De façon intéressante, la séquence génétique codant les résidus AFWKYCQN 

retrouvée sur le chromosome 5 dans le génome humain, possède de fortes similitudes avec le 

peptide issu de l’URP1 et représenterait ainsi un éventuel pseudogène URP1-like. En accord 
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avec ces données, d’autres gènes (PTTG1 et LMNB1), voisins chez les téléostéens du locus 

d’URP1, sont également retrouvés aux alentours de ce gène « URP1-like » chez l’Homme 

(Parmentier et al., 2011).  

Les séquences de l’UII, l’URP et de la somatostatine (SS) présentent de grandes 

similitudes, notamment au niveau de l’hexapeptide cyclique, région active de la SS (Conlon et 

al., 1997 ; Pearson et al., 1980 ; Tostivint et al., 2006). Chez le Poisson zèbre, le Poulet et 

l’Homme, la comparaison des gènes codant ces peptides montre que les couples de gènes 

UII/SS2 et URP/SS1 présentent des homologies structurales significatives (Tostivint et al., 

2006). Selon cette étude, deux gènes ancestraux, le protoUII et le protoSS, auraient 

respectivement donné naissance aux gènes UII/SS2 et URP/SS. A l’appui de cette hypothèse, 

d’autres gènes comme MASP2, CLCN6 et TP73 de la région 1p36 possèdent aussi un 

paralogue dans la région 3q28 (Tostivint et al., 2006). 

 

1.3. Séquence et maturation des peptides urotensinergiques 

Bien qu’identiques pour au moins 97 acides aminés, les isoformes A et B de préproUII 

présentent des extrémités N-terminales, porteuses du peptide signal, différentes. Ces deux 

isoformes subissent un clivage protéolytique au niveau d’un site tribasique KKR par une 

enzyme de conversion spécifique à l’UII (UCE pour Urotensin converting enzyme) qui reste 

non-identifiée à ce jour (Ames et al., 1999 ; Coulouarn et al., 1998) (Figure 20).  

 
Figure 20. Représentation des étapes de la maturation de l'UII, depuis son gène UTS2 jusque sa forme 
mature. Le gène UTS2 code pour deux transcrits (variants d’épissage alternatif) 1 et 2. Le transcrit 1 comprend 
l’exon 1, une partie de l’exon 2, ainsi que les exons 3, 4 et 5. Le transcrit 2 comprend les exons 2, 3, 4 et 5. Ces 
variants d’épissage sont traduits en préproUII isoformes A (139 acides aminés) et B (124 acides aminés), 
respectivement. Ces deux isoformes subissent des clivages protéolytiques, notamment au niveau de leur site 
tribasique en C-terminale, par l’UCE et les proprotein convertases PC1/3 et PC2 et donnent l’UII mature de 11 
acides aminés. 
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L’étude des processus de maturation du préproUII en proUII (25 acides aminés) montre 

que l’endoprotéase Furin et la protéase de sérines, trypsine, agissent comme des UCE intra- et 

extracellulaires, respectivement (Russel et al. 2004). Le clivage de la proUII aboutit ensuite à 

la maturation de l’UII et lui confère ses activités biologiques (Russel et al., 2003) (Figure 20). 

La séquence de l’URP est localisée à l’extrémité C-terminale du proURP dont la maturation 

est générée par un clivage protéolytique au niveau d’un site dibasique KR conservé depuis les 

poissons jusqu’aux mammifères (Sugo et al., 2003). 

 

2. Localisation de l’UII et l’URP 

2.1. Localisation périphérique 

L’UII et l’URP présentent une large distribution périphérique, en particulier au niveau des 

systèmes cardiovasculaire, rénal et endocrine (Tableau 5).  

Tissus Homme Singe Rat Souris 

Système cardiovasculaire 

Cœur 

Coulouarn et al., 1998; 
Ames et al., 1999; 
Totsune et al., 2001; 2003; 
Sugo et al., 2003; 
Maguire et al., 2004 

Ames et al., 1999 
Ames et al., 1999;  
Sugo et al., 2003 

Elshourbagy et al., 2002; 
Dubessy et al., 2008* 

Myocarde Douglas et al., 2002  
Dai et al., 2008; 
Nakayama et al., 2008; 
Hirose et al., 2009 

 

Oreillettes 

Matsushita et al., 2001; 
Douglas et al., 2002; 
Dschietzig et al., 2002; 
Maguire et al., 2004 

Elshourbagy et al., 2002 Sugo et al., 2003  

Ventricules 

Totsune et al., 2001; 2003; 
Dschietzig et al., 2002; 
Tzanidis et al., 2003; 
Maguire et al., 2004 

Elshourbagy et al., 2002 
Dai et al., 2008; 
Nakayama et al., 2008; 
Hirose et al., 2009 

 

Aorte 

thoracique 
Matsushita et al., 2001 Elshourbagy et al., 2002 Maguire et al., 2008 Elshourbagy et al., 2002 

Veines 

saphènes 

Matsushita et al., 2001; 
Dschietzig et al., 2002; 
Maguire et al., 2004 

   

Plasma 

Totsune et al., 2001; 2003; 
Dschietzig et al., 2002; 
Ng et al., 2002; 
Richards et al., 2002; 
Russel et al., 2003; 
Heringlake et al., 2004; 
Lapp et al., 2004; 
Joyal et al., 2006; 
Ban et al., 2009 

 
Song et al., 2006a; 
Wang et al., 2011 

 

Système endocrinien 

Hypophyse 
Coulouarn et al., 1998; 
Totsune et al., 2001 

 Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008 

Pancréas 
Coulouarn et al., 1998; 
Totsune et al., 2001; 
Sugo et al., 2003 

 
Sugo et al., 2003; 
Silvestre et al., 2004 

 

Surrénales 
Coulouarn et al., 1998; 
Totsune et al., 2001; 
Maguire et al., 2004 

 
Sugo et al., 2003; 
Albertin et al., 2006 

 

Testicules Sugo et al., 2003  Sugo et al., 2003 
Elshourbagy et al., 2002; 
Dubessy et al., 2008 

Ovaires Coulouarn et al., 1998;  Sugo et al., 2003  
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Sugo et al., 2003 

Placenta 
Totsune et al., 2001; 
Sugo et al., 2003; 
Maguire et al., 2004 

   

Systèmes uro-génital et gastro-intestinal 

Reins 

Coulouarn et al., 1998; 
Nothacker et al., 1999; 
Matsushita et al., 2001; 
Totsune et al., 2001; 2003; 
Sugo et al., 2003; 
Langham et al., 2004 

Elshourbagy et al., 2002 
Song et al., 2006a; 
Tian et al., 2008; 
Mori et al., 2009* 

Elshourbagy et al., 2002 
 

Tube contourné 
Shenouda et al., 2002; 
Maguire et al., 2004; 
Balat et al., 2007 

 
Song et al., 2006; 
Tian et al., 2008 

 

Glomérule 
Shenouda et al., 2002; 
Maguire et al., 2004; 
Balat et al., 2007 

  Adebiyi et al., 2014 

Tube collecteur 
Shenouda et al., 2002; 
Maguire et al., 2004 

 Song et al., 2006a  

Prostate 
Coulouarn et al., 1998; 
Sugo et al., 2003 

 Sugo et al., 2003  

Estomac 
Coulouarn et al., 1998; 
Sugo et al., 2003 

 Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008 

Intestin 
Coulouarn et al., 1998; 
Sugo et al., 2003 

 Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008* 

Foie 
Coulouarn et al., 1998; 
Sugo et al., 2003 

 
Sugo et al., 2003*; 
Wang et al., 2011 

Elshourbagy et al., 2002 

Autres tissus 

Thymus 
Coulouarn et al., 1998; 
Sugo et al., 2003 

 Sugo et al., 2003 Coulouarn et al., 1999 

Rate 
Coulouarn et al., 1998; 
Sugo et al., 2003 

Elshourbagy et al., 2002 Sugo et al., 2003 Elshourbagy et al., 2002 

Poumons 
Sugo et al., 2003; 
Maguire et al., 2004 

 Sugo et al., 2003* Qi et al., 2004 

Muscles 

squelettiques 
 Elshourbagy et al., 2002  

Elshourbagy et al., 
2002; 
Dubessy et al., 2008; 
Wang et al., 2009 

Cellules 

immunitaires 

Sugo et al., 2003; 
Bousette et al., 2004; 
Kristof et al., 2010 

   

Tableau 5. Localisation périphérique de l'UII et de l'URP chez l'Homme, le Singe, le Rat et la Souris. Les 
références suivies d’une étoile (*) indiquent la présence simultanée des deux peptides. En noir, travaux ayant 
démontré la présence dans les différents tissus des ARNm de l’UII ou de l’URP ; en rouge, travaux reportant la 
présence d’une immunoréactivité UII-like. 

Chez l’Homme, des niveaux élevés d’expression de l’UII sont retrouvés dans le myocarde 

(Douglas et al., 2002), les oreillettes et les ventricules (Dschietzig et al., 2002 ; Maguire et 

al., 2004 ; Matsushita et al., 2001). Ce peptide est également retrouvé dans le cœur de Rat 

(Ames et al., 1999 ; Sugo et al., 2003) et de Souris (Dubessy et al., 2008 ; Elshourbagy et al., 

2002). Au niveau vasculaire, les ARNm codant la prépro-UII ont été détectés dans le réseau 

artériel, essentiellement dans l’aorte thoracique, les artères pulmonaires et les artérioles. En 

revanche, ils sont quasiment absents du réseau veineux, exception faite des veines saphènes et 

ombilicales (Dschietzig et al., 2002 ; Maguire et al., 2004 ; Matsushita et al., 2001). 
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2.2. Localisation centrale 

Initialement observée dans le système nerveux central (SNC) de poissons téléostéens 

(Yulis et Lederis, 1986), la présence de l’UII a par la suite été décrite dans le cerveau d’un 

tétrapode, la Grenouille verte Rana ridibunda (Chartrel et al., 1996) avec une 

immunoréactivité principalement associée aux motoneurones du noyau hypoglosse du tronc 

cérébral et de la corne ventrale de la moelle épinière. L’expression de l’UII dans cette sous-

population neuronale existe également dans les noyaux des nerfs crâniens abducens, facial, 

trijumeau et hypoglosse de Rat (Coulouarn et al., 1999 ; Dun et al., 2001) et ceux de la partie 

caudale de la moelle épinière de Souris (Coulouarn et al., 1999 ; Egginger et al., 2006), de 

Rat (Coulouarn et al., 1999 ; Dun et al., 2001) et de l’Homme (Ames et al., 1999 ; Coulouarn 

et al., 1998 ) (Tableau 6). De façon inattendue, l’UII est apparemment absente du tronc 

cérébral chez le Singe (Ames et al., 1999 ; Elshourbagy et al., 2002). Enfin, de faibles 

quantités de ce peptide ont été détectées dans des extraits de liquide céphalorachidien chez 

l’Homme (Cowley et al., 2005 ; Thompson et al., 2003). 

 

Tissus Homme Singe Rat Souris 

Cerveau 
Ames et al., 1999; 
Totsune et al., 2001; 2003; 
Sugo et al., 2003* 

Elshourbagy et al., 2002 Sugo et al., 2003 Elshourbagy et al., 2002 

Hypothalamus Totsune et al., 2001  Egginger et al., 2011 Dubessy et al., 2008 

Tronc cérébral 

Coulouarn et al., 1998; 
Ames et al., 1999; 
Totsune et al., 2001; 
Ng et al., 2002 

 
Coulouarn et al., 1999; 
Dun et al., 2001; 
Pelletier et al., 2002 

 

Moelle épinière 
Coulouarn et al., 1998; 
Ames et al., 1999; 
Sugo et al., 2003 

Coulouarn et al., 1998; 
Elshourbagy et al., 2002 

Coulouarn et al., 1998; 
Dun et al., 2001; 
Pelletier et al., 2002; 
Sugo et al., 2003 

Coulouarn et al., 1999; 
Pelletier et al., 2002; 
Dubessy et al., 2008; 
Egginger et al., 2011 

Cervelet Sugo et al., 2003 Elshourbagy et al., 2002 Coulouarn et al., 1999 Coulouarn et al., 1999; 
Dubessy et al., 2008 

LCR 
Thompson et al., 2003; 
Cowley et al., 2005 

   

Tableau 6. Localisation centrale de l'UII et de l'URP chez l'Homme, le Singe, le Rat et la Souris. Les 
références suivies d’une étoile (*) indiquent la présence simultanée des deux peptides. En noir, travaux ayant 
démontré la présence dans les différents tissus des ARNm de l’UII ou de l’URP ; en rouge, travaux rapportant la 
présence d’une immunoréactivité UII-like. LCR, liquide céphalo-rachidien. 

Malgré sa découverte en 2003, la distribution de l’URP dans le SNC n’est pas encore 

clairement établie. Les ARNm codant le peptide sont présents dans la moelle épinière chez 

l’Homme et le Rat, avec des niveaux d’expression largement inférieurs à ceux de l’UII (Sugo 

et al., 2003). Chez la Souris, ces ARNm sont retrouvés au niveau du tronc cérébral et dans des 

motoneurones de la corne antérieure de la moelle épinière ainsi que dans les somas neuronaux 

de l’aire préoptique, au niveau des fibres de l’organe vasculaire de la lame terminale et de 

l’éminence médiane (Dubessy et al., 2008). 
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3. Récepteur de l’urotensine II, le récepteur UT 

3.1. Récepteur UT 

Le récepteur UT a initialement été découvert et cloné en 1995 par deux équipes à partir de 

i) d’extraits de tissus sensoriels de Rat (Tal et al., 1995) et ii) d’une banque génomique de Rat 

(Marchese et al., 1995). À ce stade, ce RCPG fût nommé sensory epithelium neuropeptide-

like par le premier groupe de chercheurs, et GPR14 (selon la nommenclature en vigueur) par 

le second. Alors que Ames et al. identifient, par la technique de pharmacologie inverse (cf. § 

1.2), le peptide urotensine II comme le ligand endogène du récepteur humain homologue au 

GPR14 (Ames et al., 1999), trois autres équipes, la même année, corroborent l’existance du 

système urotensine II/GPR14 chez diverses espèces (Liu et al., 1999; Mori et al., 1999; 

Nothacker et al., 1999). C’est sur la base de ces études que le récepteur est renommé 

urotensin II receptor, ou UT, par l’Union Internationnale de la Pharmacologie de Base et 

Clinique (IUPHAR). 

Le récepteur UT humain appartient à la classe A ou rhodopsine des RCPG de la famille des 

récepteurs SO, et présente une homologie de séquence avec certains récepteurs, notamment de 

la somatostatine SSTR4 (27%, pourcentage qui augmente lorsque l’on ne considère que la 

séquence des TM : 47%) et opioïdergiques (µOR : 26% ; δOR : 26% et  κOR : 25%) 

(Marchese et al., 1995). À l’instar des RCPG de classe A, l’UT possède un domaine N-

terminal relativement court présentant deux sites de N-glycosylation (N29 et N33), un motif 

NLxxxD2.50 au sein de son DTM2, un pont disulfure entre les résidus cystéines de l’extrémité 

extracellulaire du DTM3 et de la boucle e2, un motif ER3.50Y à l’extrémité cytoplasmique du 

DTM3, un motif CFxP6.50 au sein du DTM6, le très conservé motif NP7.50xxY au niveau du 

DTM7 ainsi qu’un site de palmitoylation au niveau de la queue C-terminale (C334) (Onan et 

al., 2004). D’autres motifs spécifiques sont observés, à savoir i) un motif de localisation 

nucléaire KRARR au niveau de la boucle i3 (Chatenet et al., 2012), ii) des sites potentiels de 

phosphorylation par des protéines kinases A et C, la casein kinase I et la glycogen synthase 

kinase 3 au niveau des boucles i2 et i3 (Marchese et al., 1995; Onan et al., 2004; Proulx et al., 

2008; Tal et al., 1995), iii) un cluster de sérines, site potentiel de phosphorylations impliqué 

dans l’internalisation du récepteur, au niveau de l’extrémité C-terminale (Oakley et al., 2001; 

Proulx et al., 2008a) et iv) des motifs polyprolines de types I et II sur la queue C-terminale 

permettant l’interaction avec des protéines possédant des domaines de types src homology 3 

(SH3) (Figure 21). Le récepteur UT possède donc une P2.58 responsable d’un coude typique 

au sein du DTM2 (Devillé et al., 2009) confirmé par les études cristallographiques portant sur 
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la structure des récepteurs CXCR4 (Wu et al., 2010) ou encore du récepteur µ-opioïdergique 

(Manglik et al., 2012). 

 

Figure 21. Représentation schématique de la structure de l'UT humain. Les acides aminés représentés en 
jaunes sont des résidus hautements conservés au sein de la classe A des RCPG dont l’UT fait partie : deux sites 
de N-glycosylation dans la partie N-terminale (Nterm), un motif NLxxxD dans le DTM2, le motif ERY à 
l’extrémité cytoplasmique du DTM3, le motif CFxP du DTM6 et NPxxY au sein du DTM7. Les deux résidus 
cystéines participant au pont disulfure présent entre l’extrémité extracellulaire du DTM3 et la boucle e2 
apparaissent en bleu. En plus de ces motifs consensus, la queue C-terminale de l’UT présente des sites de 
phosphorylation (en vert), une cystéine, potentiel site de palmitoylation et d’ancrage à la membrane plasmique 
(en noir), ainsi que deux motifs polyprolines de type I et II (en violet) mis en évidence à l’aide du logiciel 
Scansite (http://scansite3.mit.edu#home). Une séquence de localisation nucléaire (en rose) a également été 
identifiée dans la boucle i3. La proline en position 2.58 apparait en rouge au sein du DTM2. 

Plus récemment, des séquences incluses dans les DTM du récepteur UT de Rat ont été 

identifiées comme responsables de la formation d’une poche impliquée dans la liaison du 

ligand, i.e. les résidus I1.35 du DTM1 ; S2.56, F2.59, I2.60 et Y2.64 du DTM2 ; L3.28, 

F3.29, D3.32, F3.33 et M3.36 du DTM3 ; W4.50, M4.60 et I4.64 du DTM4 ; F6.44, W6.54 et 

L6.58 du DTM6 et V7.34, Y7.36, T7.38 et T7.39 du DTM7 (Holleran et al., 2009; Sainsily et 

al., 2013 ; 2014). Mis à part les résidus M4.60 et I4.64, tous ces résidus sont conservés chez 

l’Homme. Le résidu M4.60 de l’UT de Rat est remplacé par le résidu V4.60, impliqué dans la 

liaison de l’antagoniste SB706375 au récepteur UT humain (Kim et al., 2010). 

Le récepteur UT présente un couplage à de nombreuses protéines G. Notamment, la 

stimulation de l’UT par l’UII entraîne une mobilisation calcique importante, sur différentes 
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lignées cellulaires de mammifères (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Nothacker et al., 

1999), ainsi que l’activation de la voie ERK1/2 (Ziltener et al., 2002). L’administration d’UII 

à proximité de tranches aortiques de Lapin provoque une augmentation d’inositol phosphate 

(IP) dans le milieu, via la PLC (Opgaard et al., 2000). Enfin,  la mutation du résidu R3.50 du 

motif D/ERY impliqué dans le couplage des RCPG aux protéines G, abolit l’effet de l’UII sur 

l’accumulation d’IP par les cellules COS-7 exprimant l’UT (Proulx et al., 2008b). Ces 

observations indiquent un couplage du récepteur UT à la protéine Gq, et nous avons pour la 

première fois décrit un couplage direct du récepteur UT à la protéine Gq par la technique de 

BRET (Brulé et al., 2014). 

Une étude d’électrophysiologie sur des cellules de myocarde de Rat a montré que l’UII 

potentialise les courants calciques de manière dose-dépendante et sensible à la PTX (Zhang et 

al., 2015). L’activation de l’UT conduit à la stimulation de RhoA au cours de la contraction 

des muscles lisses aortiques, de la réorganisation du cytosquelette et de la prolifération de 

cellules musculaires lisses aortiques de Rat, ce qui impliquerait l’activation de protéines G des 

famille Gi/o, Gq/11 et/ou G12/13 (Sauzeau et al., 2001). Récemment, notre équipe a démontré 

qu’un gradient d’UII était capable de promouvoir la migration de cellules HEK293, effet 

inhibé par l’application de PTX ou l’utilisation de siRNA (ARN interférent) dirigé contre G13 

(Lecointre et al., 2015). L’ensemble de ces données suggèrent un couplage du récepteur UT 

aux protéines Gq/11 mais aussi Gi/o et G13. Ces données ont été confirmées par des études de 

BRET menées par notre équipe en collaboration avec les équipes du Dr Prézeau (IGF de 

Montpellier, France) et du Dr Leduc (Université de Sherbrook, Québec), qui ont mis en 

évidence l’activation des protéines Gi1, GoA, Gq et G13 mais pas de Gs par le récepteur UT 

suite à sa stimulation (Brulé et al., 2014). Ainsi, le récepteur UT couple une large gamme de 

protéines G, en accord avec les effets biologiques pléiotropes du système urotensinergique. 

 

3.2. Comparaison au système du récepteur Kiss1R du cluster PEP 

Les kisspeptines (KP) sont codées par le gène Kiss1, originellement cloné par hybridation 

soustractive entre des lignées de mélanomes non-métastasiques et métastasique (Lee et 

Welch, 1997; Lee et al., 1996), et caractérisé pour sa capacité à abolir le caractère 

métastasique de différentes lignées cellulaires de mélanomes humains. Le gène Kiss1 code 

pour un précurseur de 145 acides aminés (prépro-kisspeptine) dont le clivage protéolytique 

génère 4 peptides de 10, 13, 14 et 54 acides aminés (KP-10, KP-13, KP-14 et KP-54, 

respectivement) (Kotani et al., 2001) (Figure 22). Dans la mesure où il n’existe pas de site de 
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clivage consensus en amont de la séquence correspondant le KP-10 chez les mammifères, 

l’existence d’une maturation endogène de ce peptide reste controversée (Pinilla et al., 2012).  

Les kisspeptines se caractérisent par la présence d’un motif RF-NH2 (Arginine-

Phénylalanine greffée d’une fonction amide) en position C-terminale. Le motif porté par la 

forme la plus courte (KP-10) très conservée parmi les vertébrés, est responsable de l’activité 

biologique (Clements et al., 2001 ; Kotani et al., 2001).  

 
Figure 22. Transcription du gène Kiss1 et maturation des kisspeptines. Les kisspeptines sont les produits du 
gène Kiss1constitué de quatre exons (I à IV) chez l’Homme  dont les deux premiers sont non-codants. Les exons 
III et IV génèrent le prépro-kisspeptine dont le clivage protéolytique génère les kisspeptines KP-54, KP-14, KP-
13 et KP-10, qui comportent un motif RF-NH2 en position C-terminale. Le KP-10, dont la séquence peptidique 
est très conservée chez les vertébrés, correspond à la forme biologiquement active la plus courte. 

En effet, la synthèse d’analogues du KP-54 a démontré que les cinq acides aminés 

comprenant le motif RF-NH2 jouent un rôle clé dans la liaison et l’activation de leur récepteur 

sélectif, le GPR54 ou Kiss1R (Niida et al., 2006). Des études de RMN ont par ailleurs montré 

que la forme humaine de ce peptide présente des turns sans pour autant adopter une 

conformation en hélice α (Figure 23), que ce soit en solution aqueuse ou micellaire (Lee et al., 

2009), contrairement au KP-10 de Rat (Gutiérrez-Pascual et al., 2009). Par cette même 

approche, l’étude de la structure du KP-54 révèle l’absence de conformation en hélice (Shin et 

al., 2009). 
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Figure 23. Séquences et structures des kisspeptines 10 et 54. Le KP-10 adopte une conformation en hélice α 
et le KP-54 présente plusieurs hélices α. La séquence de 10 acides aminés conservés entre les différentes 
kisspeptines apparait en rose tandis que la séquence propre au KP-54 est représentée en mauve. Les structures de 
KP-10 et KP-54 sont issues des travaux du Dr Milazzo (COBRA, UMR CNRS 6014, Université de Rouen 
Normandie). 

Le récepteur Kiss1R a pour la première fois été mis en évidence en 1999 à partir d’extraits 

de cerveau de Rat. Identifié comme un récepteur orphelin (GPR54), ses domaines 

transmembranaires partagent plus de 40% de similitude de séquence avec ceux des récepteurs 

de la galanine (Lee et al., 1999). Deux ans plus tard, deux équipes différentes isolent à partir 

d’extrait de placenta humain ou d’une banque d’ADNc de cerveau humain, un RCPG sélectif 

au KP-54 et qui présente 84% d’homologie de séquence avec le GPR54 de Rat. Ces équipes 

nomment alors ce récepteur hoT7T175 et AXOR12, respectivement (Muir et al., 2001 ; 

Ohtaki et al., 2001). C’est à partir de ces études que les kisspeptines sont reconnues comme 

ligands endogènes du GPR54, alors dénommé Kiss1R. Ce dernier est largement exprimé dans 

le cervelet, le cortex cérébral (Muir et al., 2001) ainsi que dans l’ensemble du cerveau, 

l’hypophyse, le tractus gastrointestinal, le foie et le sytème vasculaire, de la même manière 

que les kisspeptines (Ohtaki et al,. 2001). 

Appartenant à la classe A ou Rhodospine des RCPG et au cluster PEP, le récepteur 

présente 3 sites de N-glycosylation sur son extrémité N-terminale, les motifs consensus de 

cette classe, i.e. un motif NLxxxD au niveau du DTM2, le motif d’interaction aux protéines G 

DRxY à l’extrémité cytoplasmique du DTM3, un pont disufure entre deux cystéines 

localisées à l’extrémité extracellulaire du DTM3 et sur la boucle e2, un motif CWxP au sein 

du DTM6 ainsi que la séquence consensus NPxxY sur l’extrémité cytoplasmique du DTM7. 

De manière similaire au récepteur UT, Kiss1R possède une huitième hélice α au 

commencement de son extrémité C-terminale, ancrée à la membrane plasmique via une 

cystéine palmitoylée, ainsi que deux motifs polyprolines de type I et II (Figure 24). Membre 

des PEP, le Kiss1R possède une proline dans le DTM2, en position 2.59, alors que celle-ci est 

retrouvée en position 2.58 chez l’UT. Les études de modélisation et de cristallographie 

menées sur le récepteur β2-AD (Rasmussen et al., 2007), indiquent que cette proline en 
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position 2.59 confère au DTM2 un renflement π plutôt qu’un coude typique induit par la 

présence de la proline en position 2.58 (Devillé et al., 2009; Wu et al., 2010). 

Peu de données sont actuellement disponibles sur les domaines ou acides aminés du 

Kiss1R impliqués dans l’interaction aux kisspeptines ou dans les mécanismes d’activation. 

Cependant, une mutation ponctuelle du résidu leucine en position 148 au niveau de la boucle 

i2 du Kiss1R est responsable d’un hypogonadisme hypogonadotrophique idiopathique, 

suggérant une perte de fonction du récepteur et donc une implication de ce résidu dans la 

liaison au ligand et/ou dans la signalisation du récepteur (Wacker et al., 2008).  

 

 

Figure 24. Représentation schématique du Kiss1R humain. Les acides aminés représentés en orange 
correspondent aux résidus hautement conservés au sein de la classe A des RCPG, dont le Kiss1R fait partie. Il 
s’agit de trois sites de N-glycosylation dans la partie N-terminale (Nterm), un motif NLxxxD dans le DTM2, le 
motif DRxY à l’extrémité cytoplasmique du DTM3, le motif CWxP du DTM6 et NPxxY au sein du DTM7. Les 
deux résidus cystéines participant au pont disulfure situé entre l’extrémité extracellulaire du DTM3 et la boucle 
e2 apparaissent en bleu. En plus de ces motifs consensus, la queue C-terminiale du Kiss1R présente une cystéine, 
potentiel site de palmitoylation et d’ancrage à la membrane plasmique (en noir), ainsi que deux motifs 
polyprolines de type I et II (en violet) mis en évidence à l’aide du logiciel Scansite 
(http://scansite3.mit.edu#home). La proline en position 2.59 apparait en rouge au sein du DTM2. 

 

Appliquées sur des cellules CHO exprimant le Kiss1R, les kisspeptines stimulent 

l’hydrolyse de PIP2, entraînent une élévation de la [Ca2+]c et activent les MAPK ERK1/2 et 

p38, indiquant un couplage à la protéine Gq (Kotani et al., 2001). Ces voies de signalisation 

ont également été observées dans d’autres lignées cellulaires exprimant le Kiss1R, telles que 

les B16-BL6 ou les HEK293 (Muir et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). Plus récemment, il a été 

démontré que Kiss1R régule l’activité de ERK1/2 et l’expression de gènes hypothalamiques 
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par un couplage à Gq ainsi que par le recrutement des β-arrestines (Szereszewski et al., 2010). 

Aucune donnée de la littérature ne montre un couplage aux autres protéines G. De plus, la 

mobilisation calcique induite par les kisspeptines sur les cellules CHO et HEK293 n’est pas 

modifiée par un traitement à la PTX, suggérant que ces effets ne sont pas relayer par des 

protéines G de la famille Gi/o (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001). De plus, dans le modèle 

de cellules CHO, la stimulation du Kiss1R par les kisspeptines n’entraîne pas d’accumulation 

d’AMPc, ce qui suggère l’absence de couplage à Gs (Kotani et al., 2001). Ainsi, il est admis 

que le récepteur Kiss1R est couplé aux protéines G de la famille Gq/11. 

 

3.3. Comparaison au sytème du récepteur CXCR4 du cluster CHEM 

Les chimiokines correspondent à une classe de petites cytokines (5-10 kDa)  

inflammatoires ou homéostatiques partageant la propriété de stimuler la migration de 

différents types cellulaires incluant les lymphocytes, les monocytes, les neutrophiles, les 

cellules endothéliales, les cellules souches mésenchymateuses ou encore les cellules 

épithéliales malignes (Smith et al., 2012 ; Viola et Luster, 2008). Les quelques 50 

chimiokines découvertes à ce jour sont classées en quatres groupes distincts (CXC, CC, C et 

CX3C) sur la base du nombre de résidus séparant les premières cystéines présentes dans leur 

extrémité C-terminale. Ainsi, les chimiokines CXC ne possèdent qu’un acide aminé entre les 

premières cystéines de leur extrémité N-terminale ; les chimiokines CC contiennent deux 

résidus cystéine adjacents ; les chimiokines C abritent un seul résidu cystéine en N-terminale 

et enfin, les chimiokines CX3C possèdenttrois résidus non-conservés entre une paire de 

cystéines en position N-terminale. La classification des récepteurs des chimiokines est basée 

sur la nature de leur ligand, i.e. les récepteur CXCR, CX3CR et CCR lient des chimiokines de 

type CXC, CX3C et CC, respectivement (Balkwill, 2004).  

Le CXCL12 (ou SDF-1 pour Stromal derived factor-1) est une chimiokine homéostatique 

de 8 kDa dont l’ADNc a pour la première fois été cloné à partir d’une lignée de cellules 

stromales de moelle osseuse (Tashiro et al., 1993). L’équipe de Tashiro et al. a identifié en 

réalité deux ADNc, codant potentiellement des cytokines, qu’ils nomment SDF-1α et SDF-1β. 

L’ADNc codant un facteur capable de stimuler la prolifération de pré-lymphocytes B est 

parallèlement cloné (Nagasawa et al., 1994) avant qu’une autre équipe identifie à nouveau la 

cytokine et fasse le rapprochement avec celle identifiée plus tôt par Tashiro et al.. Le groupe 

de Nagasawa et al., qui décrit cette cytokine comme le plus puissant chimioattractant des 

lymphocytes, propose de la nommer « SDF-1 » (Bleul et al., 1996).  
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Contrairement aux gènes des autres chimiokines, exclusivement situés sur le chromosome 

4, le gène codant SDF-1 est porté par le chromosome 10. Ce gène possède 4 exons et génère 6 

transcrits issus de variations d’épissage, codants pour les isoformes SDF-1α, SDF-1β, SDF-

1γ, SDF-1γ, SDF-1ε et SDF-1φ. Ces isoformes contiennent les mêmes 3 premiers exons mais 

diffèrent par la longueur de leur 4ème exon, si il est présent (Cojoc et al., 2013). Les isoformes 

SDF-1α et SDF-1β sont les plus étudiées. Toutes ces isoformes du SDF-1 lient deux 

récepteurs différents de la classe A ou Rhodopsine des RCPG du cluster CHEM: le récepteur 

CXCR4 et le récepteur CXCR7. Alors que le récepteur CXCR7 peut aussi lier la chimiokine 

CXCL11, le récepteur CXCR4 lie sélectivement les isoformes du SDF-1 (Boudot et al., 

2011). Nous avons ici choisi de cibler notre propos sur le couple SDF-1α et CXCR4.  

La chimiokine SDF-1α adopte une forme mono- et dimérique de façon équilibrée, tendant 

toutefois vers la forme dimérique dans les études de cristallisation (Baryshnikova et Sykes, 

2006; Veldkamp et al., 2005) et en présence de protéines partenaires (Crump et al., 1997), 

incluant le domaine extracellulaire N-terminal du récepteur CXCR4 (Heveker et al., 1998). 

L’équipe de Veldkamp et al. a synthétisé un dimère stabilisé par un pont disulfure, ainsi 

qu’un monomère stabilisé par la substitution de l’histidine 25 en arginine. Ils ont montré que 

la forme monomérique du SDF-1α présente une activité biologique sur CXCR4 plus 

prononcée que la forme dimérique, et que cette dernière ne relaye pas les effets 

chimiotactiques du CXCR4 (Veldkamp et al., 2008).  

 

 
Figure 25. Structures cristallographiques du SDF-1α sous forme monomérique et dimérique. A. Structure 
cristallographique du SDF-1α sous forme monomérique. On peut noter la présence d’une hélice α (rouge) et de 
trois feuillets β (jaune, vert et bleu). Code PDB: 2KED. B. Structure cristallographique du SDF-1 sous forme 
dimérique. Code PDB : 2K01. Ces deux structures sont issues de l’étude de Veldkamp et al., 2008. 

La structure cristallographique du SDF-1 montre que son monomère s’organise en trois 

feuillets β (β1 : résidus 24-28, β2 : résidus 38-42 et β3 : résidus 46-50) et une hélice α (résidus 

56-66). Sous forme dimérique, l’hélice α du deuxième monomère est plus courte d’un acide 

A          B 
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aminé (résidus 57-66), alors que les feuillets β ne diffèrent pas (Ryu et al., 2007). La région 

N-terminale du SDF-1α n’adopte pas de conformation particulière et serait impliquée dans la 

liaison au récepteur CXCR4 et dans ses mécanismes d’activation (Crump et al., 1997; Huang 

et al., 2003) (Figure 25). 

L’ADNc codant le récepteur CXCR4 a été isolé à partir d’une banque d’ADNc de 

monocyte humain (Loetscher et al., 1994) sans pour autant être associé à un ligand. L’équipe 

responsable de cette découverte nomme le récepteur LESTR et l’associe à l’activation des 

cellules inflammatoires. Deux ans plus tard, dans le cadre de recherches de corécepteurs 

impliqués dans l’infection par le Virus de l’Immunodéficience Humaine, une deuxième 

équipe identifie ce récepteur et le nomme Fusin (Feng et al., 1996). La même année, le SDF-1 

est identifié comme ligand du récepteur LESTR/fusin et est enfin dénommé CXCR4 (Oberlin 

et al., 1996). Le couple SDF-1α/CXCR4 est ensuite décrit comme le système chimiokine le 

plus puissant impliqué dans la migration chimiotactique des pré-lymphocytes B (Bleul et al., 

1996). Par la suite, il apparaît également comme régulateur de l’hématopoïèse chez l’Homme 

et du développement cérébelleux chez la Souris (Aiuti et al., 1997; Ma et al., 1998; Zou et al., 

1998). 

L’étude cristallographique de la structure du récepteur CXCR4 par Wu et al. montre qu’en 

plus de la structure retrouvée chez tous les RCPG de classe A décrite précédemment pour les 

récepteurs UT et Kiss1R, le CXCR4 possède un deuxième pont disulfure engageant une 

cystéine en position 28 (domaine N-terminal) et une cystéine en position 7.25 (extrémité 

extracellulaire du DTM7), résidus conservés parmi tous les récepteurs de chimiokines à 

l’exception des récepteurs CXCR5 et CXCR6. Les deux ponts disulfure connectant les 

régions extracellulaires du récepteur CXCR4 seraient impliqués dans la liaison du ligand 

(Zhou et Tai, 2000). Contrairement aux autres RCPG de classe A, la structure 

cristallographique de CXCR4 montre l’absence de la 8ème hélice α et du site de palmitoylation 

et d’ancrage à la membrane (Figure 26). Dans cette étude, différentes mutations de CXCR4 

ont été effectuées afin de mieux cristalliser ce récepteur. Parmi celles-ci, la mutation du résidu 

thréonine 6.36 (DTM6) en proline conduit à la perturbation de la conformation en hélice des 

résidus 6.30 à 6.36 et à l’absence de signalisation du récepteur alors qu’il semble conserver 

son affinité pour le ligand (Wu et al., 2010). 
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Figure 26. Représentation schématique du récepteur CXCR4. Les acides aminés représentés en jaunes sont 
des résidus hautement conservés au sein de la classe A des RCPG dont le CXCR4 fait partie : un site de N-
glycosylation dans la partie N-terminale (Nterm), le motif ERY à l’extrémité cytoplasmique du DTM3, le motif 
CFxP du DTM6 et NPxxY au sein du DTM7. Les 4 résidus cystéines participant aux ponts disulfures présents 
entre l’extrémité extracellulaire du DTM1et du DTM7 et entre l’extrémité extracellulaire du DTM3 et la boucle 
e2 apparaissent en bleu. En plus de ces motifs consensus, la queue C-terminale du CXCR4 présente des sites de 
phosphorylation (en vert), mis en évidence à l’aide du logiciel Scansite (http://scansite3.mit.edu#home). La 
proline en position 2.58 apparait en rouge au sein du DTM2. 

Comparée aux structures cristallographiques d’autres RCPG, la cavité formée par la partie 

extracellulaire des DTM du CXCR4 semble plus large, plus ouverte et plus extracellulaire. 

Plus précisément, l’extrémité extracellulaire du DTM1 est inclinée par rapport à l’axe central 

du RCPG de 9 et 3 Å de plus que ce qui est observé pour les récepteur β2-AD et A2AAR, 

respectivement. De plus, le DTM2 adopte un tour d’hélice plus serré au niveau de la proline 

2.58, conduisant à la rotation de la partie extracellulaire du DTM de 120° en comparaison aux 

autres RCPG cristallisés, qui possèdent une proline en position 2.59 (Rasmussen et al., 2007) 

ou deux résidus glycine en position 2.59 et 2.60 (Palczewski et al., 2000). Cette dernière 

donnée confirme l’hypothèse proposée par l’équipe du Dr Chabbert selon laquelle une 

délétion conduisant au repositionnement de la proline en 2.58 induirait un changement de 

conformation du DTM2, caractéristique des clusters de RCPG nommés SO, CHEM (auquel 

appartient CXCR4) et PUR (cf. Chapitre 1 § 4.3 et 4.4) (Devillé et al., 2009; Pelé et al., 

2011). 

Une étude de mutagenèse dirigée consistant au remplacement systématique de chacun des 

acides aminés du CXCR4 montre que les résidus W2.60 et D2.63 du DTM2, D187, F189 et 

N192 de l’e2, D6.58 du DTM6 et H7.32 du DTM7 sont impliqués dans la liaison du ligand 
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CXCL12. Parmi ces derniers, le résidu W2.60 est également impliqué dans la liaison des 

antagonistes utilisés dans les expériences de cristallographie (Wu et al., 2010), est très 

conservé parmi les récepteurs de chimiokines, et est également impliqué dans la liaison du 

ligand au récepteur CCR5 (Tan et al., 2013). Cette étude montre également que i) les résidus 

S3.47 du DTM3, Y5.58 du DTM5, Y7.53, F7.43 et A7.42 du DTM7 et W6.48 du motif 

CWxP du DTM6 jouent un rôle important dans les mécanismes d’activation du récepteur, et 

ii) les résidus R3.50 et L5.56 sont critiques dans la liaison aux protéines G (Wescott et al., 

2016). Ainsi, le récepteur CXCR4 possède des similitudes avec le récepteur UT, notamment 

la présence de clusters de sérines au niveau de la queue C-terminale ainsi qu’une proline en 

position 2.58 du DTM2 qui confère un coude typique à cette hélice. 

La première étude portant sur les voies de couplage du récepteur CXCR4 a montré, via 

l’utilisation d’anticorps dirigés contre les différentes sous-unités Gα, que celui-ci couple les 

protéines Go, Gq et Gs mais pas les protéines Gi, Gz, G12 ou G13 (Maghazachi, 1997). 

Cependant, il a plus tard été démontré que CXCR4 pouvait stimuler la liaison de GTPγ-S aux 

sous-unités Gαi2 et GαoA (Ling et al., 1999) et promouvoir la voie de signalisation JAK/STAT 

(Janus kinase/Signal transducer and activator of transcription) via un couplage à Gi (Vila-

Coro et al., 1999). Très récemment, il a été montré sur des neurones de ganglions de la racine 

dorsale de Rat, que le SDF-1α pouvait augmenter les courants calciques via les canaux 

calciques voltage dépendant Nav1.9 et Nav1.8, et que cet effet était totalement inhibé par 

l’application de PTX, suggérant une action du récepteur par l’activation des protéines G de la 

famille Gi/o (Qiu et al., 2016). Une étude récente de BRET a montré que l’application de SDF-

1α sur des cellules HEK293 exprimant le récepteur CXCR4 pouvait provoquer le recrutement 

de Gαi1 au récepteur (Quoyer et al., 2013), ainsi que la dissociation de la sous-unité Gαi1 et du 

complexe Gβ1γ1 (Mona et al., 2016). La diminution de la production d’AMPc, induit par la 

forskoline ou par la prostaglandine-1, suite à la stimulation par le SDF-1α suggère un 

couplage du récepteur CXCR4 à la protéines Gi (Tripathi et al., 2014; Walsh et al., 2015). Il 

semble donc que le récepteur CXCR4 couple les protéines Gi/o et notamment à la sous-unité 

Gαi1. 

Il a également été démontré que le SDF-1α pouvait stimuler la migration de cellules Jurkat 

et de cellules métastasiques tumorales de sein par l’intermédiaire de l’activation de la petite 

protéine G Rho et d’un couplage à la protéine G13 (Tan et al., 2006; Yagi et al., 2011). Le 

même couple G13/Rho semble responsable de la polymérisation de l’actine induite par la 

stimulation de CXCR4 exprimé par des cellules T humaines (Kumar et al., 2011). Le 

couplage de CXCR4 à cette protéine G a également été observé par la technique de BRET, 
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qui a permis de mettre en évidence que l’application de SDF-1α sur des cellules HEK293 

induit un rapprochement du CXCR4 à la sous-unité Gα13 (Quoyer et al., 2013). Ainsi, si 

l’activation des protéines Gq et Gs n’a été observée que dans une seule étude, l’activation des 

protéines de la famille Gi/o et G13 semble clairement établie. Il apparait donc qu’à la manière 

de l’UT, CXCR4 couple et active diverses protéines G responsables d’un large spectre 

d’effets cellulaires. 

 

4. Localisations, signalisations et fonctions du récepteur UT 

La présence de quantités importantes d’UII dans le système cardiovasculaire a conduit 

plusieurs groupes à rechercher l’expression des ARNm codant l’UT dans les différents tissus 

qui le composent (Tableau 7). Chez l’Homme ou les primates non humains, des niveaux 

élevés d’ARNm codant l’UT ont été relevés dans le myocarde (Douglas et al., 2002), les 

oreillettes (Ames et al., 1999 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Matsushita et al., 2001 ; Totsune et 

al., 2001) et les ventricules (Ames et al., 1999 ; Maguire et al., 2000 ; Totsune et al., 2001). 

Tissus Homme Singe Rat Souris 

Système cardiovasculaire 

Cœur 

Ames et al., 1999; 
Totsune et al., 2003; 
Douglas et al., 2004b 
 

 

Nothacker et al., 1999; 
Gartlon et al., 2001; 
Tzanidis et al., 2003; 
Gong et al., 2004; 
Maguire et al., 2008; 
Doan et al., 2012 

Liu et al., 1999; 
Elshourbagy et al., 2002 

Myocarde Douglas et al., 2002  Dai et al., 2008  

Oreillettes 

Ames et al., 1999; 
Matsushita et al., 2001; 
Totsune et al., 2003; 
Leonard et al., 2009 

Elshourbagy et al., 2002 
Zhang et al., 2007; 
Hirose et al., 2009 

 

Ventricules 
Ames et al., 1999; 
Maguire et al., 2000; 
Totsune et al., 2001 

Elshourbagy et al., 2002 

Johns et al., 2004; 
Zhang et al., 2007; 
Maguire et al., 2008; 
Hirose et al., 2009 

 

Aorte 
thoracique 

Ames et al., 1999; 
Matsushita et al., 2001; 
Leonard et al., 2009 

Elshourbagy et al., 2002 
Maguire et al., 2008; 
Hirose et al., 2009 

Elshourbagy et al., 2002 

Artère basilaire   Porras-González et al., 2014  

Système endocrinien 

Hypophyse Totsune et al., 2001  Jégou et al., 2006  

Pancréas Ames et al., 1999; 
Douglas et al., 2004b 

Elshourbagy et al., 2002; 
Nguyen et al., 2012 

Nguyen et al., 2012 Elshourbagy et al., 2002 

Surrénales 

Totsune et al., 2001; 
Takahashi et al., 2003; 
Zeng et al., 2006; 
Morimoto et al., 2008; 
Giuliani et al., 2009 

Nguyen et al., 2012 
Albertin et al., 2006; 
Nguyen et al., 2012 

 

Testicules Douglas et al., 2004b  Gartlon et al., 2001  

Placenta Totsune et al., 2001    

Systèmes uro-génital et gastro-intestinal 

Reins 

Maguire et al., 2000; 
Matsushita et al., 2001; 
Totsune et al., 2001; 
2003; 
Langham et al., 2004 

Nguyen et al., 2012 

Gartlon et al., 2001; 
Song et al., 2006a; 
Maguire et al., 2008; 
Tian et al., 2008; 
Hirose et al., 2009; 

Adebiyi, 2014 
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Mori et al., 2009; 
Nguyen et al., 2012 

Vessie    
Liu et al., 1999; 
Elshourbagy et al., 2002 

Estomac  Elshourbagy et al., 2002   

Foie   
Gartlon et al., 2001; 
Nguyen et al., 2012 

 

Autres tissus ou cellules 

Rate   Gartlon et al., 2001  

Poumons  Elshourbagy et al., 2002 
Gartlon et al., 2001; 
Nguyen et al., 2012 

 

Muscles 
squelettiques 

Douglas et al., 2004b; 
Qi et al., 2005; 
Maguire et al., 2008 

Nguyen et al., 2012 
Maguire et al., 2008; 
Nguyen et al., 2012 

Elshourbagy et al., 
2002; 
Wang et al., 2009 

Cellules 
immunitaires 

Bousette et al., 2004; 
Segain et al., 2007 

 Segain et al., 2007  

Tableau 7.Localisation périphérique de l'UT chez l'Homme, le Singe, le Rat et la Souris. 

A l’image de l’UII, l’expression de l’UT est particulièrement importante au niveau rénal 

chez le Rat (Gartlon et al., 2001 ; Hirose et al., 2009 ; Maguire et al., 2008 ; Mori et al., 

2009 ; Nguyen et al., 2012 ; Song et al., 2006 ; Tian et al., 2008) et l’Homme (Langham et 

al., 2004 ; Maguire et al., 2000 ; Matsushita et al., 2001 ; Totsune et al., 2001, 2003) avec 

toutefois des niveaux d’expression modérés chez le Singe (Nguyen et al., 2012). L’UT est 

aussi présent dans le système endocrinien, notamment dans l’hypophyse, le pancréas ou la 

glande surrénale chez l’Homme (Ames et al., 1999 ; Totsune et al., 2001), le Singe et la 

Souris (Elshourbagy et al., 2002). Dans une moindre mesure, des niveaux d’ARNm ont été 

détectés chez le Rat et l’Homme dans le testicule et les corps caverneux (d’Emmanuele di 

Villa Bianca et al., 2010 ; Gartlon et al., 2001) et l’hypophyse de Rat (Jégou et al., 2006) et 

de la Daurade (Kalamarz-Kubiak et al., 2014). Enfin, d’autres tissus périphériques présentent 

des niveaux d’expression significatifs d’UT, variables d’une espèce à l’autre (Tableau 7). 

Largement exprimés dans le SNC, les ARNm codant l’UT sont particulièrement abondants 

au niveau du tronc cérébral et de la moelle épinière (Gartlon et al., 2002 ; Jégou et al., 2006 ; 

Liu et al., 1999 ; Totsune et al., 2001 ; 2003). Les autres régions du SNC, i.e. le cortex, 

l’hypothalamus ou le thalamus présentent des niveaux d’expression relativement faibles avec 

une variabilité inter-espèces. L’UT est aussi associé aux vaisseaux sanguins cérébraux, 

principalement dans les cellules endothéliales des microvaisseaux (Spinazzi et al., 2006). 

Enfin, dans le tronc cérébral et l’hypothalamus de Rat, l’expression du récepteur a été relevée 

à la fois dans les neurones (Jégou et al., 2006) et dans les astrocytes (Lin et al., 2003a) 

(Tableau 8). 
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Tissus Homme Singe Rat Souris 

Cerveau  Nguyen et al., 2012 

Clark et al., 2001; 
Gartlon et al., 2001; 
Jégou et al., 2006; 

Maguire et al., 2008; 
Nguyen et al., 2012 

 

Amygdale   Jégou et al., 2006  

Bulbe olfactif   
Gartlon et al., 2001; 

Jégou et al., 2006 
 

Cortex 
Maguire et al., 2000 
Totsune et al., 2001 

 

Gartlon et al., 2001; 
Jégou et al., 2006; 

Maguire et al., 2008; 
Nguyen et al., 2012 

 

Hippocampe   
Gartlon et al., 2001; 
Jégou et al., 2006; 

Nguyen et al., 2012 
 

Hypothalamus Totsune et al., 2001  

Gartlon et al., 2001; 
Lin et al., 2003a; 

Jégou et al., 2006; 
Nguyen et al., 2012 

 

Thalamus   Jégou et al., 2006  

Cervelet   

Gartlon et al., 2001; 
Jégou et al., 2006; 

Maguire et al., 2008; 
Nguyen et al., 2012 

 

Tronc cérébral Totsune et al., 2001;  

Gartlon et al., 2001; 
Lin et al., 2003a; 

Jégou et al., 2006; 
Zhang et al., 2007; 
Nguyen et al., 2012 

 

Moelle épinière Totsune et al., 2001; 
Elshourbagy et al., 2002; 

Nguyen et al., 2012 

Gartlon et al., 2001; 
Jégou et al., 2006; 

Maguire et al., 2008; 
Nguyen et al., 2012 

Liu et al., 1999 

Tableau 8. Localisation centrale de l'UT chez l'Homme, le Singe, le Rat et la Souris. 

4.3. Pharmacologie de l’UT 

Les puissantes propriétés vasoactives de l’UII ont rapidement conduit plusieurs groupes à 

développer des analogues urotensinergiques susceptibles d’être utilisés dans le traitement de 

pathologies du système cardiovasculaire. Les premiers travaux menés dans cette perspective 

ont consisté à caractériser la portion cyclique (hUII4-11) biologiquement active des ligands 

naturels de l’UT, i.e. l’UII humaine (hUII) et l’URP, comme étant la séquence minimale 

biologiquement active des ligands naturels. La substitution du résidu Cys5 par une Ala 

entraîne une perte importante (200 à 1000 fois) de la puissance biologique (Flohr et al., 2002 ; 

Labarrère et al., 2003 ; Perkins et al., 1990). 

Le remplacement par une Ala ou par son énantiomère dextrogyre de chacun des trois 

résidus N-terminaux de l’UII n’a aucun impact sur l’activité biologique du peptide (Brkovic 

et al., 2003 ; Flohr et al., 2002 ; Kinney et al., 2002 ; Labarrère et al., 2003). De manière 

similaire, l’[Ala11]UII-NH2 et la [D-Val11]UII-NH2 conservent toutes deux des propriétés 

contractiles modérées, le second analogue est deux fois moins puissant que le premier, 

indiquant que l’orientation de la chaîne C-terminale est essentielle (Labarrère et al., 2003).  
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Concernant la partie cyclique des peptides, les résultats montrent de façon unanime que 

toute modification structurale se traduit par un changement drastique de leur efficacité. A titre 

d’exemple, la substitution par une alanine ou par leur énantiomère dextrogyre des résidus 

Phe6, Trp7, Lys8 ou Tyr9 pour l’UII, et Phe3, Lys5 et Trp6 pour l’URP conduit 

systématiquement à des analogues inactifs (Brkovic et al., 2003 ; Chatenet et al., 2004 ; 

Labarrère et al., 2003). Une perte d’activité biologique est également observée après 

remplacement des résidus Cys responsables de la formation du pont disulfure (Chatenet et al., 

2004 ; Guerrini et al., 2005 ; Labarrère et al., 2003). En revanche, le maintien de la structure 

cyclique à l’aide d’une unité alanyl-alanyl, en lieu et place des Cys formant le pont disulfure 

des ligands naturels, permet de conserver une activité agoniste des ligands synthétisés (Foister 

et al., 2006). Ces données mettent clairement en évidence le rôle essentiel de la portion 

cyclique des peptides urotensinergiques. De façon intéressante, des « super agonistes » ont été 

obtenus après substitution de la Cys5 par une pénicillamine (Pen5) (Carotenuto et al., 2014 ; 

Grieco et al., 2002) (Tableau 10).  

Sur la base de ces données, des modifications du domaine cyclique de l’UII et de l’URP 

ont été réalisées pour développer des antagonistes peptidiques de l’UT (Tableau 9). Les 

premiers candidats intéressants ont été obtenus par substitution de la Lys8 de l’hUII ou de la 

Lys5 de l’URP par une ornithine, un acide aminé dont la chaîne latérale est plus courte d’un 

carbone, permettant ainsi d’agir sur l’occupation du ligand sur le site de liaison du récepteur 

(Camarda et al., 2002 ; Guerrini et al., 2005 ; Vergura et al., 2004 ) (Tableau 9). Testée sur la 

contraction d’anneaux d’aorte de rats induite par l’UII humaine, l’[Orn8]hUII se comporte 

comme un antagoniste compétitif tout en conservant une activité agoniste modérée sur la 

mobilisation calcique de cellules exprimant l’UT de Rat ou d’Homme (Camarda et al., 2002). 

Par ailleurs, l’[Orn5]URP qui agit comme un antagoniste sur l’UT de Rat (Diallo et al., 2008), 

conserve une activité agoniste résiduelle sur l’UT humain (Chatenet et al., 2004 ; Desrues et 

al., 2012) (Tableau 9). Ces différentes observations ont été mises à profit pour élaborer 

l’analogue [Pen5
, D-Trp7

, Orn8]hUII4-11 ou urantide, un puissant antagoniste dépourvu 

d’activité intrinsèque sur des modèles d’aorte de rats (Camarda et al., 2004 ; Patacchini et al., 

2003). Toutefois, testé in vitro sur des cellules CHO exprimant la forme humaine de l’UT, ce 

candidat potentiellement intéressant possède lui-aussi, dans ce modèle, une activité agoniste 

résiduelle (Camarda et al., 2004). 

D’autres antagonistes, non peptidiques, tels que le palosuran ou le SB-611812, ont été 

produits par des sociétés pharmaceutiques, et ont fait l’objet d’études pré-clinique et clinique 

(Tableau 9). 
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Composé Espèce 

cible 

Modèle 

expérimental 
Références 

Nature Nom Activité 

P
ep

ti
d

iq
u

e 
[Pen5]UII4-11 

(P5U) 
Agoniste Rat Contraction d’aorte Carotenuto et al., 2014 

[Orn8]hUII 
Agoniste 

Homme Mobilisation calcique 

Camarda et al., 2002 Rat 
Mobilisation calcique 
Contraction d’aorte 

Antagoniste Rat Contraction d’aorte 

[Orn5]URP 
Antagoniste Rat 

Contraction d’aorte 
Chatenet et al., 2004; 
Diallo et al., 2008 

Mobilisation calcique Diallo et al., 2008 
Agoniste Rat Contraction d’aorte Chatenet et al., 2004 

[D-W4]URP 
Antagoniste Rat Contraction d’aorte 

Chatenet et al., 2004; 
Diallo et al., 2008 

Agoniste Rat Mobilisation calcique Diallo et al., 2008 

[D-W6]URP 
Antagoniste Rat Contraction d’aorte Chatenet et al., 2004 

Agoniste Rat Mobilisation calcique Diallo et al., 2008 

[Pen5
, D-W7

, 

Orn8]hUII4-11 
(urantide) 

Antagoniste 

Rat Contraction d’aorte 
Patacchini et al., 2003; 
Camarda et al., 2004; 
Behm et al., 2006 

Rat/Homme Mobilisation calcique Camarda et al., 2004 

Rat 
Sécrétion de TGFβ et 
synthèse de collagène 

Dai et al., 2007 

Rat 
Rougissement de 
l’oreille Qi et al., 2007 

Lapin 
Rigidité des muscles 
papillaires du 
myocarde 

Fontes-Sousa et al., 
2007 

Rat Sécrétion d’insuline Marco et al., 2008 

Rat 
Synthèse et sécrétion 
de collagène 

Zhang et al., 2008b 

Rat 
Hypertrophie de 
cardiomyocytes 

Gruson et al., 2010; 
Gao et al., 2010; 
Esposito et al., 2011 

Homme Motilité et invasion 
des cellules LNCaP 

Grieco et al., 2011 

Rat 
Phosphorylation 
d’Akt et ERK 

Chen et al., 2012 

Rat Cardio-protection Gao et al., 2012 

Agoniste 

Homme Mobilisation calcique 
Camarda et al., 2004; 
2006 

Chat 
Contraction d’aorte et 
d’artère fémorale 

Behm et al., 2006 
Singe 

Contraction d’artères 
rénale  

[Pen5
, D-W7

, 

Dab8]hUII4-11 
(UFP-803) 

Antagoniste 

Rat 
Mobilisation calcique 
Contraction d’aorte 

Camarda et al., 2006 Homme Mobilisation calcique 

Souris 
Extravasation de 
plasma 

Rat 
Mobilisation calcique 
Sécrétion de 
neurotransmetteurs 

Ono et al., 2008 

Agoniste Homme Mobilisation calcique Camarda et al., 2004 

SB-710411 Antagoniste 

Rat 
Contraction d’aorte 

Behm et al., 2002; 
2004; 2006 

Formation d’IP3 Behm et al., 2004a 

Chat 
Contraction d’artère 
fémorale 

Behm et al., 2004b; 
2006 
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SB-710411 

Antagoniste Rat 

Prolifération de 
cellules hépatiques 
Fibrose hépatique 
Sécrétion de TGFβ 

Wang et al., 2009 

Agoniste 
Singe 

Contraction d’artère 
rénale et 
mésentérique 

Behm et al., 2004a; 
2006 

  
Formation d’IP3 Behm et al., 2004a 

GSK-248451 
Antagoniste 

Rat Contraction d’aorte 

Behm et al., 2004b; 
2006 

Chat 
Contraction d’aorte et 
d’artère fémorale 

Singe 
Contraction d’artères 
rénale et 
mésentérique 

Agoniste Rat Contraction d’aorte 
Urocontrine Antagoniste Rat Contraction d’aorte Chatenet et al., 2012 

N
o
n

-p
ep

ti
d

iq
u

e 

AC7954 
(Isochromanone) 

Agoniste Rat/Homme R-SAT Croston et al., 2002 

FL68 Agoniste Homme R-SAT Lehmann et al., 2005 
FL204 Agoniste Homme R-SAT Lehmann et al., 2007 

ACT-058362 
(Palosuran) 

Antagoniste 

Homme 
Mobilisation calcique 

Clozel et al., 2004 
Phosphorylation des 
MAPK 

Rat Contraction d’aorte 
Rat Flux sanguin rénal Clozel et al., 2006 

Homme 
Excrétion urinaire 
d’albumine 

Sidharta et al., 2006 

Homme Angiogenèse 
Spinazzi et al., 2006 
Albertin et al., 2009 

Rat 
Flux sanguin rénal 
Excrétion de sodium 

Trebicka et al., 2008 

Rat Fibrose pulmonaire Onat et al., 2012 

Rat Hypetension 
artérielle pulmonaire 

Onat et al., 2013;  
Pehlivan et al., 2014 

SB-706375 Antagoniste 

Souris/Rat/ 
Singe/ 

Homme 
Mobilisation calcique 

Douglas et al., 2005 

Rat Contraction d’aorte 

SB-611812 Antagoniste Rat 

Resténose après 
angioplastie 

Rakowski et al., 2005 

Pressions diastolique 
et systolique 
Œdème pulmonaire 
Hypertrophie des 
cardiomyocytes 
Dilatation 
ventriculaire 

Bousette et al., 2006a 

Prolifération des 
fibroblastes 
cardiaques 
Fibrose 
myocardiaque 
Expression de 
collagène 

Bousette et al., 2006b 

GSK1562590 Antagoniste 
Chat/ 

Homme 

Contraction d’artère 
fémorale et d’aorte 
thoracique 

Behm et al., 2010 

Tableau 9. Principaux composés agonistes et antagonistes du récepteur UT. 
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4.4. Rôles du système urotensinergique à l’échelle cellulaire et moléculaire 

L’ensemble des effets physiologiques globaux et/ou intégrés n’est volontairement pas 

abordé dans l’introduction de cette thèse afin de permettre une description du rôle pléiotrope 

de l’UT. 

 

4.4.1. Effets du récepteur UT sur la prolifération, la survie, l’hypertrophie et la 

migration cellulaire 

Historiquement, l’UII est connue pour ses effets hypertrophiques sur des cardiomyocytes 

en culture. De nombreuses études réalisées sur des lignées transfectées avec l’UT humain 

(Ziltener et al., 2002) et des cellules natives qui expriment le récepteur, i.e. cellules 

épithéliales rénales de Porc (Matsushita et al., 2003) et cellules musculaires lisses de Rat 

(Zhang et al., 2012), démontrent par ailleurs que l’UII posséderait des propriétés pro-

mitogènes qui sont essentiellement relayées par la voie ERK (Tableau 10).  

Parmi les voies de signalisation relatives à ERK et associées à l’UT, la transactivation de 

l’EGFR, sous la dépendance d’une production de reactive oxygen species (ROS) par la 

NADPH oxydase de type 2 (NOX2), a été décrite dans plusieurs modèles expérimentaux 

(Chen et al., 2008 ; Sue et al., 2009 ; Tsai et al., 2009) ; l’activité de la NOX2 se fait en outre 

sous contrôle direct de l’UT (Djordjevic et al., 2005). Les ROS lèvent l’inhibition exercée par 

la protéine SHP-2 sur l’EGFR et permettent la transduction du signal de prolifération 

cellulaire (Liu et al., 2009 ; Tsai et al., 2009). Ce phénomène de transactivation peut 

également être sous-tendu par l’activation d’une ADAM (a disintegrin and 

metalloproteinase) qui clive le précurseur de l’EGF, l’heparin-binding EGF-like growth 

factor, et libère le ligand qui active l’EGFR en conséquence (Onan et al., 2004 ; Sue et al., 

2009) (Tableau 10).  

Les effets promitogènes de l’UT sont également relayés par d’autres seconds messagers, 

comme les PLC et PI3K, par le biais d’un couplage du récepteur avec des protéines G 

sensibles à la PTX (Ziltener et al., 2002), ou plus spécifiquement avec une protéine G de la 

famille Gi/o, comme cela a pu être observé sur des cellules recombinantes pour l’UT (Jarry et 

al., 2010; Song et al., 2006b  ; Ziltener et al., 2008), des cultures d’astrocytes corticaux natifs 

de Rat (Desrues et al., 2008 ; Jarry et al., 2010) et des lignées de rhabdomyosarcome humain 

(Douglas et al., 2004b). Dans ce dernier cas, les auteurs montrent qu’en présence de PTX, le 

signal calcique est diminué de 40%, ce qui suggère un double couplage Gq et Gi/o du récepteur 

UT. L’UII peut aussi exercer des activités antimitogènes sur des cellules progénitrices 

cardiaques, chargées de reconstituer des portions tissulaires lésées (Chen et al., 2014b). Dans 
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le contexte d’une hypertrophie de ces cellules, mimant une surcharge de pression 

intracardiaque, l’UII inhibe fortement la prolifération de ces cellules, un effet bloqué par 

l’urantide, un antagoniste peptidique de l’UT (Chen et al., 2014b). Les effets cellulaires de 

l’UT seraient donc dépendants du contexte cellulaire et/ou physiologique ou pathologique 

pour un unique type cellulaire considéré, suggérant une signalisation particulièrement 

complexe du récepteur. 

Effets 

cellulaires 

Type  

cellulaire 
Espèce 

Voies  

de Transduction 
Références 

Prolifération 

CML vasculaires Lapin PKC, src, MAPK Watanabe et al., 2001 
CML vasculaires Rat RhoA, ROCK Sauzeau et al., 2001 

CHO-UT Hamster 
Gi/o, PI3K, PLC, calmoduline, 

MEK, Ca2+ extracellulaire 
Ziltener et al., 2002 

Cellules 
épithéliales rénales 

Porc 
Ca2+ (canaux voltage-

dépendant), PKC, MAPK, 
ERK, c-myc 

Matsushita et al., 2003 

CML des voies 
aériennes 

Rat 

PKC, MAPK, Ca2+, 
calcineurine 

Chen et al., 2001 

Fibroblastes 
cardiaques 

Transactivation de l’EGFR, 
ERK, ROS 

Chen et al., 2008 

Cellules tubulaires  
ROS, inhibition de SHP-2, 

transactivation de l’EGFR via 

HB-EGF 
Sue et al., 2009 

CML Ca2+, CaMK, ERK, PKD Iglewski et Grant, 2010 
Précurseurs 

endothéliaux 
ERK, p38MAPK Xu et al., 2012 

CML pulmonaires ERK, TGFβ Zhang et al., 2012 

CML pulmonaires Homme 

NOX, ROS, ERK, 
p38MAPK, c-jun, Akt, 

expression de  
PAI-1 

Djordjevic et al., 2005 

NOX4, ROS, FoxO3, JNK, 
MMP-2 

Diebold et al., 2011 

Astrocytes 

Rat 

PLC, Ca2+ intra- et 
extracellulaire  

(canaux de type T), IP3, Gi/o 
Jarry et al., 2010 

Fibroblastes MAPK, expression de VEGF, 
production de collagène 

Song et al., 2012 

CML aortiques 
ROS, inhibition de SHP-2, 
transactivation de l’EGFR 

Tsai et al., 2009 

Cellules 
endothéliales 
ombilicales 

Homme p38MAPK, ERK Lee et al., 2014 

Précurseurs 
cardiaques 

Souris JNK, LRP6 Chen et al., 2014 

Survie 

CML vasculaires 
Rat 

N.D. Esposito et al., 2011 
Cardiomyocytes PI3K, ERK Chen et al., 2012 

Hypertrophie 

Cardiomyocytes-
UT 

Rat 

Gq, Ras Tzanidis et al., 2003 
Transactivation de l’EGFR 

via HB-EGF, ERK, 
p38MAPK 

Onan et al., 2004 

Cardiomyocytes 

ROS, inhibition de SHP-2, 
transactivation de l’EGFR 

Liu et al., 2009 

PI3K, Akt, GSK-3β Gruson et al., 2010 
ROS, NADPH oxydase, Akt, 

GSK-3β, PTEN 
Chao et al., 2014 
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Migration, 

motilité 

Monocytes Homme RhoA, ROCK Segain et al., 2007 
Progéniteurs 
endothéliaux 

Rat RhoA/ROCK, MLC Xu et al., 2009 

Adénocarcinome 
prostatique 
(LNCaP) Homme 

RhoA, FAK Grieco et al., 2011 

CML vasculaires MEK 
Matsusaka et 

Wakabayashi, 2006 
Fibroblastes 
vasculaires 

Rat 

PKC, ROCK, calcineurine, 
MAPK 

Zhang et al., 2008b; 
2011 

Progéniteurs 
endothéliaux 

N.D. Yi et al., 2012 

Carcinomes 
colorectaux Homme 

N.D. Federico et al., 2014 

Cancer de la vessie N.D. Franco et al., 2014 
Tableau 10. Voies de transduction associées à l'activation du récepteur UT et à l'implication dans les effets 
promitogènes, hypertrophiques et chimioattractants de l'UII. Akt, protéine kinase B ; CaMK, calmoduline 
kinase ; CHO-UT, lignée chinese hamster ovary transfectée avec la forme humaine du récepteur UT ; CML, 
cellules musculaires lisses ; EGFR, epidermal growth factor receptor ; ERK, extracellular signal-regulated 

kinase ; FAK, focal adhesion kinase ; FoxO3, forkhead box O3 ; GSK-3β, glycogen synthase kinase 3β ; HB-
EGF, heparin-binding EGF-like growth factor ; IL-8, interleukine 8 ; IP3, inositol triphosphate ; LRP6, low 

density lipoprotein receptor-related protein 6 ; JNK, c-Jun N-terminal kinase ; MAPK, mitogen-activated 

protein kinase ; MEK, extracellular signal-regulated kinase ; MLC, myosin light chain ; MMP-2, 
métalloprotéase matricielle de type 2 ; NOX, NADPH oxydase ; p38MAPK, p38 mitogen-activated protein 

kinase ; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1 ; PI3K, phosphoinositide-3 kinase ; PKC, protéine kinase C ; 
PKD, protéine kinase D ; PLC, phospholipase C ; PTEN, phosphatase and tensin homolog ; Ras, petites 
GTPases ; ROCK, rho-associated protein kinase ; ROS, reactive oxygen species ; SHP-2, src-homology 2 
containing tyrosine phosphatase ; TGF-β, transforming growth factor-β ; VEGF, vascular endothelial growth 

factor. N.D., non déterminée.  

Un nombre croissant de travaux indépendants plaident en faveur d’activités 

chimioattractantes de l’UII (Tableau 10) qui seraient, dans le cas de fibroblastes, de 

progéniteurs endothéliaux murins (Xu et al., 2009 ; Zhang et al., 2008b ) ou encore de 

monocytes humains (Segain et al., 2007), relayés par la voie Rho/ROCK. Sur ce dernier 

modèle, l’UII agirait en modifiant l’organisation du cytosquelette d’actine. L’utilisation sur 

des lignées humaines issues de tumeurs prostatiques ou colorectales, d’antagoniste de l’UT, 

d’inhibiteur de la voie Rho ou d’ARN interférents (shRNA : small hairpin RNA) dirigés 

contre l’UT se traduit par une baisse de la motilité cellulaire, suggérant un effet 

autocrine/paracrine de l’UII (Federico et al., 2014 ; Grieco et al., 2011). Quelques travaux 

mettent en cause d’autres éléments de signalisations intracellulaires telles que la PKC, les 

MAPK. Une étude récente menée au sein de l’équipe montre que la migration de cellules 

gliomales ou de cellules HEK293 exprimant le récepteur UT implique l’engagement des voies 

G13/Rho et Rho kinases et Gi/o/PI3K, suggérant une régulation fine et complexe de la 

migration cellulaire (Lecointre et al., 2015). L’inhibition, par l’UT, du processus 

autophagique est également un élément clé de la migration des cellules HEK293 exprimant le 

récepteur UT et gliomales U87, en permettant la formation de points focaux d’adhésion au 
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niveau du front de migration des cellules et l’extension de protrusions membranaires de types 

lamellipodes, éléments requis dans la migration chimiotactique (Coly et al., 2016). 

Les caractères prolifératifs et promigratoires du système urotensinergique le rapproche des 

systèmes des chimiokines, élargissant ainsi le champ thérapeutique de certaines pathologies 

caractérisées par ces évènements cellulaires, comme les cancers invasifs ou métastasiques. 

 

4.4.2. Effets du système Kiss1R sur la prolifération, la survie et la migration 

cellulaire 

Découvertes pour leurs effets anti-métastatiques, le rôle des kisspeptines dans les fonctions 

cellulaires mises en jeu lors du développement tumoral, telles que la migration, la survie et la 

prolifération cellulaire, ont été étudiées. Cependant, les voies de transduction engagées par le 

système KP/Kiss1R restent très peu documentées.  

Quelques études argumentent un effet antiprolifératif du Kiss1R sur des cellules souches 

du Singe Rhésus (Huma et al., 2013), des cellules endothéliales HUVEC (human umbilical 

vein endothelial cells) (Golzar et al., 2015) ou encore de cellules neuronales transfectées 

(Ziegler et al., 2013). Aucun rôle antiprolifératif n’a été détecté sur différentes lignées de 

cancer du sein exprimant de manière endogène le récepteur Kiss1R (Ziegler et al., 2013). 

L’effet antiprolifératif des kisspeptines peut-être corrélé à un effet pro-apoptotique. En effet, 

les kisspeptines augmentent l’apoptose de lymphocytes en activant l’expression de gènes 

proapoptotiques l’endothelial monocyte activating polypeptide II (Stathaki et al., 2014), ou 

encore de cellules dérivées d’adénome hypophysaire (Martínez-Fuentes et al., 2011). Deux 

études sur les cellules modèles HEK293 révèlent également un effet proapoptotique des 

kisspeptines, qui serait, selon les auteurs, relayés par une inhibition de Akt et la 

phosphorylation de ERK1/2 (Navenot et al., 2009a) et l’activation des voies Rho et ROCK, 

dont l’implication dans les phénomènes de réorganisation du cytosquelette et dans la 

migration cellulaire sont connus (Navenot et al., 2009b). 

Le rôle du système Kiss1R sur l’inhibition du caractère métastasique de différents cancers 

a largement été démontré. Cependant, même si les mécanismes cellulaires associés à cet effet 

antimétastasique restent encore à découvrir, il a tout de même été mis en évidence que les 

kisspeptines inhibent la migration de cellules pancréatiques cancéreuses (Masui et al., 2004). 

Il est à noter que la surexpression de Kiss1R au sein de cellules de cancer du sein entraîne une 

diminution de leur caractère invasif (Tan et al., 2014), et que le KP-10 inhibe la migration de 

ces mêmes cellules induite par la chimiokine SDF-1 (Olbrich et al., 2010). De la même 

manière, la kisspeptine KP-10 inhibe la migration de trophoblastes humains via une cascade 
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de signalisation impliquant la transactivation de l’EGFR, dépendante de ERK1/2 et de la 

kinase FAK (focal adhesion kinase) (Roseweir et al., 2012). Une étude contradictoire avec 

ces données a mis en évidence que le récepteur Kiss1R peut promouvoir le caractère invasif 

de cellules de tumeur du sein par interaction directe et transactivation de l’EGFR (Zajac et al., 

2011). Ainsi, il apparait que la plupart des effets antiprolifératifs, proapoptotiques et 

antimigratoires du Kiss1R passent par l’augmentation de la transcription de gènes ou par 

l’inhibition de l’activité de récepteurs à tyrosine kinase ou de RCPG. Très peu de preuves 

étayent l’hypothèse d’une action directe du récepteur Kiss1R, par l’intermédiaire de protéines 

G par exemple, sur ces évènements cellulaires, comparativement au récepteur UT. L’absence 

de couplage à une large variété de protéines G peut éventuellement expliquer cette différence. 

 

4.4.3. Effet du système SDF-1α/CXCR4 sur la prolifération, la survie et la 

migration cellulaire 

Historiquement, la première activité biologique décrite pour la chimiokine SDF-1α fut sa 

capacité à induire une forte prolifération et chimioattraction des lymphocytes B ( Bleul et al., 

1996 ; Nagasawa et al., 1994). A cause de l’expression du couple SDF-1α/CXCR4 dans de 

nombreuses tumeurs, les effets de ce système sur la prolifération et la migration cellulaire ont 

été étudiés dans des modèles cellulaires variés. 

Ainsi, il a par exemple été montré que le SDF-1α stimule la prolifération de cellules 

souches épidermiques (Guo et al., 2015), de cellules vasculaires musculaires (Thomas et al., 

2015), ou encore de cellules de l’endomètre (Liu et al., 2016). En accord avec ces données, la 

surexpression de CXCR4 augmente la prolifération de cellules squameuses issues d’un 

carcinome de l’œsophage (Uchi et al., 2016) ; le micro-ARN miR-126, qui abolit l’expression 

de CXCR4, diminue la prolifération de cellules de cancer du colon (Yuan et al., 2016) ; un 

siRNA ciblant CXCR4 antagonise l’effet prolifératif du SDF-1α sur des cellules de 

l’endomètre (Liu et al., 2016) et enfin, l’utilisation d’un anticorps ciblant le SDF-1α diminue 

la prolifération de cellules vasculaires musculaires (Thomas et al., 2015). 

Certaines études se sont attelées à l’étude des voies de signalisation engagées par CXCR4 

dans ses effets prolifératifs. Ainsi, il semble que la prolifération de cellules musculaires 

d’artère pulmonaire induite par SDF-1α engage la voie des kinases PI3K et Akt (Wei et al., 

2015). Cette voie de signalisation PI3K/Akt semble aussi impliquée dans les effets 

antiapoptotiques du SDF-1a sur une lignée de cellules épithéliales prostatiques (Kasina et al., 

2009). Sur cette même lignée, CXCR4 augmente la prolifération en engageant 

potentiellement deux voies distinctes : i) en transactivant le récepteur à tyrosine kinase EGFR 
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via l’activation des protéines ADAM par la src (Kasina et al., 2009) et ii) en activant la 

phosphatase PTEN (Phosphatase and tensin homolog) qui stimule les voies des MAPK, dont 

ERK1/2 (Begley et al., 2015). Cette dernière étude a également démontré que la survie des 

cellules épithéliales prostatiques stimulée par le SDF-1α serait relayée par la voie PI3K/Akt 

(Begley et al., 2015). L’utilisation d’un anticorps dirigé contre CXCR4 et complètement 

humanisé induit l’apoptose de cellules de lymphome en diminuant l’activation des voies Akt 

et MAPK (Peng et al., 2016). Ainsi, les effets prolifératifs et/ou antiapoptotiques de CXCR4 

semblent engager les voies de la kinase PI3K et de la phosphatase PTEN, impliquées dans 

l’activation des voies dépendantes de ERK1/2 et Akt, mais aussi la transactivation de l’EGFR.  

La migration cellulaire est un effet biologique caractéristique des chimiokines. Ainsi, il a 

été démontré que le système SDF-1α est impliqué dans le caractère invasif et migratoire de 

nombreuses lignées cellulaires, telles que des lignées de cancer du larynx, de cellules de 

l’endomètre ou encore de cellules souches épidermiques (Guo et al., 2015; Liu et al., 2016; 

Niu et al., 2015). Les voies de transduction engagées par CXCR4 impliquées dans la 

migration chimiotactique sont proches de celles relayées par l’UT. En effet, il a été montré 

que la stimulation du récepteur CXCR4 favorise la migration de cellules squameuses de 

carcinome de l’œsophage en engageant la voie de la kinase Akt comprenant les protéines 

RhoA, Rac-1 et Cdc42 (Guo et al., 2016). Le rôle d’Akt dans la migration dépendante de 

CXCR4 a également été démontré pour  des cardiomyocytes ventriculaires de Rat. Dans ce 

modèle, CXCR4 active Akt par le biais de la kinase PI3K (Zhou et al., 2015). 

Comme démontré pour l’UT, la migration chimiotactique des cellules Jurkat relayée par le 

CXCR4 semble être le résultat d’une régulation fine, qui engage à la fois la protéine Gi 

associée à la protéine Rac, et la protéine G13, associée à l’activation de Rho et de la Rho 

kinase (Tan et al., 2006). Dans différents modèles cellulaires (cellules HEK293 et cellules 

gliomales U87), la migration induite par le SDF-1α passe par une inhibition du processus 

autophagique, permettant ainsi aux cellules de former des complexes d’adhésion à la matrice 

extracellulaire et de recruter suffisamment de membrane à leur front de migration afin de 

former des lamellipodes (Coly et al., 2016). 

Il est donc possible de faire un parallèle entre les voies de signalisation et les effets 

cellulaires du récepteur CXCR4 et ceux du récepteur UT, ce qui pousse à considérer l’UII, 

alors défini comme un peptide vasoactif, comme une chimiokine atypique. 
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Objectifs de Thèse 

 

L’ensemble des domaines traités dans cette introduction, concernant la structure, les 

aspects phylogénétiques et évolutifs, les mécanismes d’activation, les voies de couplage et les 

fonctions des RCPG, indique à la fois une forme de conservation des structures et mode de 

signalisation, et aussi une diversification, permettant des spécialisations. Une des 

spécialisations importantes au cours de l’évolution est sans nul doute, les capacités de 

migration chimiotactique qui permettent la mise en place des organes et du système nerveux 

central, la vascularisation ou les réponses immunitaires.  

Il est reconnu que ces processus impliquent les RCPG que l’on devrait même appeler 

récepteurs à 7 DTM car capables de coupler les protéines G ainsi que des protéines 

intracellulaires dont les β-arrestines. Cependant, réside encore des questionnements sur i) leur 

capacité à détecter des faibles concentrations/gradients moléculaires, ii) transduire le signal du 

domaine de liaison extracellulaire vers le domaine intracellulaire du récepteur, iii) les modes 

d’interaction des β-arrestines aux boucles cytosoliques. Les données récentes apportées 

notemment par les structures haute-résolution, indiquent que les RCPG sont des entités 

dynamiques qui adoptent de multiples conformations actives, capables de lier différents types 

de ligands, d’activer de manière biaisée les voies de couplage du récepteur, conduisant au 

concept de sélectivité fonctionnelle.  

Les données d’autres laboratoires et de notre équipe, avaient en particulier permis de 

montrer que le récepteur urotensinergique UT, présente des capacités de liaison et de 

signalisation variées, relayant des effets multiples in vitro et in vivo parfois contradictoires, et 

que les deux ligands endogènes UII et URP, ainsi que des analogues peptidiques pouvaient 

exercer des actions agonistes entier ou partiel, suggérant des mécanismes différents, biaisés en 

fonction des structures de ces ligands. De plus, ce récepteur UT, bien que très longtemps 

décrit comme un acteur majeur du système cardiovasculaire, s’est montré récemment capable 
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d’exercer des rôles inflammatoire et chimioattractant majeurs, suggérant qu’il s’agit 

probablement d’une chiomiokine peptidique. 

 

L’objectif de ce travail de thèse visait donc à i) rechercher les différentes voies de couplage 

et activités cellulaires relayées par les agonistes endogènes du récepteur UT, ainsi que les 

analogues peptidiques controversés dans certains systèmes et ii) élucider si les fonctions 

chimiokines du récepteur UT de la famille SO, pouvaient êtres associées à la présence d’une 

proline en position 2.58, une signature structurale des récepteurs chimiokines de la famille 

CHEM et PUR, et à des signalisations spécifiques pour la migration chimiotactique 

directionnelle. 
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Partie 1 

Biased signaling regulates the pleiotropic effects of the urotensin 

II receptor to modulate its cellular behaviors 

Parmi de nombreux neuropeptides, l’UII est encore actuellement considéré comme le 

peptide vasoactif le plus puissant. Ce peptide entraîne une grande variété de rôles 

physiopathologiques qui ne se limite pas au système cardiovasculaire. En effet, il a été 

démontré que l’UII et son récepteur UT sont exprimés par différents tissus sains, mais aussi 

dans des tissus pathologiques, notemment tumoraux, tels que les phéochromocytomes, les 

carcinomes adrénocorticaux ou encore des tumeurs du système nerveux central comme les 

glioblastomes ou neuroblastomes. Cependant, bien que l’on ait caractérisé l’existence de deux 

peptides endogènes, l’UII mais aussi l’URP, capables d’activer le récepteur UT de la classe A 

ou Rhodopsine des RCPG, les ligands peptidiques ou non peptidiques du récepteur UT 

« dits » antagonistes se sont montrés soit controversés dans leur activité, soit inefficaces in 

vivo dans des situations pathologiques. De plus, Il est apparu récemment, que l’UII et l’URP 

pouvaient exercer des actions cellulaires et physiologiques parfois simililaires, mais aussi 

distinctes suggérant finalement la nécéssité d’une meilleure compréhension des mécanismes 

d’activation du récepteur UT en réponse à l’UII et l’URP, ce qui permettrait d’en exploiter les 

propriétés pharmacologiques pour le mise au point de ligands d’intérêt thérapeutiques. Pour 

aboder ces différentes aspects, nous avons tenté, en étroite collaboration avec le Dr Laurent 

Prézeau (IGF de Montpellier, France) et le Pr Richard Leduc (Université de Sherbrooke, 

Québec, Canada) de répondre aux questions suivanes :  

 Dans un modèle de cellules HEK293 recombinantes pour le récepteur UT humain, 

♦ L’UII et l’URP, à différentes concentrations, sont ils capables d’activer les mêmes 

voies de couplage (dépendantes des protéines G et β-arrestines) associées à l’UT ? 

♦ Présentent ils les mêmes effets sur l’internalization du récepteur et les seconds 

effecteurs de types ERK1/2 ? 

♦ Quels sont les caractéristiques sélectives/biaisées des analogues peptidiques connus 

en tant que agonistes ou antagonistes sur ces différentes voies de couplage et 

d’internalisation du récepteur? 

♦ À quelles activités biologiques relayées par l’UT, sont associées les biais de 

signalisations induits par certains analogues peptidiques? 
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Supplementary Materials and Methods 

 

NFĸB assay 

NFĸB activation in HEK293 cells expressing the hUT receptor was monitored using Perkin 

Elmer’s AlphaScreen SureFire assay. Briefly, cells were seeded in 96 well plates (5x104 

cells). Five hours later, the cells were serum-starved overnight. The cells were then stimulated 

for 15 min with 1 µM UII or UII analogs. Then, the stimulation medium was removed, and 

the cells were lysed in 75 µl of lysis buffer. The cells were incubated at room temperature on 

a plate shaker for 10 min. Five microliters of lysate was used for the analyses. The readings 

were performed on a Perkin Elmer EnSpire 2300 multilabel reader. 

 

ELISA assay 

Receptor HA-tagged expression was measured using a classical ELISA protocol. Briefly, the 

cells were transiently transfected with 20 ng of corresponding cDNA encoding the receptor. 

After 24 hours, the cells were fixed with 4% PFA and permeabilized with 0.5% PBS + 

Tween. Then, the cells were blocked for 1 hour with 0.5% PBS + Tween + 1% SBF and 

incubated during a 1 hour period with an antibody that had been raised against HA and was 

HRP-coupled, which was diluted to 500 in blocking buffer. After 3 washes, expression was 

revealed using ECL and measured on a TECAN Infinite F500. 

 

Western blotting 

Cell lysates were prepared in ice-cold Lysis Buffer (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 10% NP40, 1X protease and/or phosphatase inhibitor cocktails), mixed with Laemmli 

buffer and loaded onto 10% SDS-PAGE gel. Proteins were transferred onto a nitrocellulose 

membrane. Membranes were blocked with 2% nonfat milk with the primary β-arrestin 1 or 2 

and the anti-actin (Abcam) antibodies, overnight at 4°C, then with HRP-conjugated secondary 

antibodies (Santa-Cruz) for 2h at RT. 

 

Supplementary Figure Legends 

Supplementary Figure S1: Control of IP1 and BRET Gi/o assay with the V2 receptor. A 

and B: In HEK293 cells transiently transfected with HA-tagged-hUT or -hV2 receptor 

encoding vectors or with the empty vector (mock), receptor cell surface expression was 
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assessed using anti-AH epitope ELISA (A), and IP1 production was estimated after a 20 min 

incubation with UII (1 µM) or VP (1 µM) (B), as described in Fig. 1B. Each bar corresponds 

to the mean ± SEM obtained from at least 3 independent experiments conducted in triplicate. 

C, D, E, and F: Gαi (D) or Gαo (F) protein BRET signal (as described in Figs. 1C and E), 

induced by either UII (1 µM) or VP (1 µM), was assessed in HEK293 cells transiently 

transfected with hUT or hV2 receptor encoding vectors or the empty vector (mock). In 

parallel, ELISA anti-HA was performed under the same conditions for each of the two BRET 

assays (C and E). Each bar corresponds to the mean ± SEM obtained from at least 3 

independent experiments conducted in triplicate. * p<0.05 compared to the UII pEC50. 

 

Supplementary Figure S2: Inhibition of the coupling of the hUT receptor to Gαq and Gαi 

using specific pathway inhibitors. A: IP1 production induced by UII or its peptide analogs, 

in HEK293 cells transiently expressing the hUT receptor (as described in Fig. 1B) was 

inhibited by pre-incubation for 4 hours with the PLC inhibitor U73122 but not by the inactive 

analog U73343. The data are normalized to the maximum effects of UII. B: Gαi protein BRET 

signal (as described in Fig. 1C), induced by UII or its peptide analogs (1 µM), was inhibited 

by pre-incubation with PTX (300 nm/ml) for 12 hours. The data are normalized to the 

maximum effects of UII. Each bar corresponds to the mean ± SEM obtained from at least 3 

independent experiments conducted in triplicate. 

 

Supplementary Figure S3: Western blotting. A. Western blot using anti β-arrestin 1&2 

and anti-actin antibodies on HEK293 cells lysate, after transfection of cells with or without 

CTRL siRNA or Arr1&2 siRNAs. B. Quantification of the western blotting signal. 

 

Supplementary Figure S4: UT receptor expression in HEK293 cells treated or not with 

CTRL or β-Arr1&2 siRNAs. UT receptor expression was determined as described in 

Supplementary Figure S1. 

 

Supplementary Figure S5: NFκB activation by UII and its peptide analogs. NFκB 

activation was measured using a commercially available kit assay, as described in the Supp. 

M&M section, in HEK293 cells transiently expressing the hUT receptor. The hUT receptor 

was activated by UII or its peptide analogs. The data are normalized to the maximum effects 

of UII. Each bar corresponds to the mean ± SEM obtained from at least 3 independent 

experiments conducted in triplicate. 
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Supplementary Figure 6: BRET assay of UII analog-induced β-arrestin-2 recruitment. 

BRET assay signal in HEK293 cells transiently expressing the hUT receptor, as described in 

Fig. 2. A: Kinetics of the BRET signal in cells stimulated by 1 µM UII or its peptide analogs 

(S, at 3 min). The data are normalized to the UII maximum response. The kinetics data are 

representative traces performed three times in parallel, all of which were repeated in three 

independent experiments. B: Concentration-response curves for UII-mediated β-arrestin-2 

recruitment in the absence or presence of urantide (10 µM) pre-incubation for 10 min, as 

described in the Supp. M&M section. Each point was read 7 min after stimulation and 

normalized to the maximum effects of UII. Each curve represents the mean ± SEM of at least 

three independent dose-response experiments performed in triplicate. 
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Supplemental Data 
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Partie 2 

A key evolutionary proline position - P2.58 - in G protein-

coupled receptor controls adhesion and cell polarization during 

chemotaxis 

 

Les résultats obtenus dans la première partie de ce travail de thèse permettent, en autre de 

montrer que le peptide UII présente les caractéristiques d’une chimiokine peptidique capable, 

via l’activation d’un récepteur unique, le récepteur UT, de stimuler les voies de couplages Gq 

mais aussi Gi/o et G13, importantes (Lecointre et al., 2015, Annexe) dans la migration 

chimiotactique et les mécanismes d’adhésion cellulaire. Cette migration directionnelle 

chimiotactique implique en effet des étapes essentielles, la chimiosensibilité au gradient, la 

motilité et mais surtout la polarité cellulaire. Cette capacité migratoire directionnelle est 

essentielle pour un certain nombre de processus physiologique et pathologique, comme 

l'embryogenèse, le dévelopememnt du système nerveux central, la réponse inflammatoire, 

l'angiogenèse ou les métastases et l'invasion des cellules cancéreuses. 

Une des questions actuelles est encore de savoir comment les RCPGs peuvent détecter des 

gradients de concentration de ligands pour coupler les protéines Gαβγ et contrôler de façon 

spatio-temporelle, en sélectionnant des voies de signalisation, les mécnanismes d’adhésion et 

de contraction, qui conduisent au chimiotactisme. Nous abordons ici cette question sous un 

angle évolutif et postulons que la deletion ancestrale dans le DTM2 de RCPGs appartenant au 

groupe récepteurs PEP (Kiss1R) et présentant pour une majorité une proline en 2.59, 

provoque un repositionnement de cette proline en 2.58 chez les récepteurs du groupe G1 SO 

(dont l’UT) ou CHEM (tels que CXCR4). Ces récepteurs avec les autres récepteurs de ce 

groupe, sont bien connus pour leurs propriétés chimiotactiques. Ici, nous avons cherché à 

mieux comprendre le rôle de la P2.58, responsable d’une structure en coude du DTM2, par 

mutation unique de cette Pro en Ala ou insertion/délétion d’un codon dans les récepteurs 

Kiss1R, UT et CXCR4, dans les couplages et la polarisation cellulaire nécessaires au 

chimiotactisme.  
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Nous avons dans un modèle de cellules HEK293 recombinantes exprimant les récepteurs 

sauvages Kiss1R-P2.59, UT-P2.58 et CXCR4-P2.58 ou mutés ∆Kiss1R-P2.59A, ∆Kiss1R-

P2.58, ∆UT-P2.58A, ∆UT-P2.59, ∆CXCR4-P2.58A, ∆CXCR4-P2.59, posé les questions 

suivantes : 

♦ Quels sont les différentes voies de couplage associées aux récepteurs sauvages 

Kiss1R-P2.59 et UT-P2.58 ou CXCR4-P2.58, et quels sont leur rôle dans les 

mécanismes de migration/motilité et migration chimiotactique impliquant 

l’adhésion cellulaire? 

♦ Peut-on envisager une compétence particulière des récepteurs P2.58, permettant la 

régulation dynamique de l’assemblage et déassemblage des points focaux 

d’adhésion ?  

♦ Quelles peuvent-être les conséquences en terme structurale et moléculaire d’une 

délétion ou d’une insertion dans le DTM2, permettant le repositionnement de la Pro 

et les effets sur les couplages et la migration cellulaire ? 
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Abstract 

Chemotaxis is currently known as the fundamental phenomenon highly conserved from 

bacteria to eukaryotic cells, implying cell directed migration along an extracellular chemical 

gradient whereas chemokinesis results from the stimulation of random cell migration in 

response to extracellular cues. G protein-coupled receptors (GPCRs) show the ability to detect 

variable small peptides or chemokine to direct chemotactic cell migration. An outstanding 

issue is how GPCR machinery may sense gradients of molecular ligands to couple Gαβγ 

proteins and control in a spatiotemporal way, signaling events leading to chemotaxis.  

We address this issue under an evolutionary angle and postulate that the ancestral 

deletion in TM2 of GPCR belonging to the PEP receptor group (Kiss1R) exhibiting, for most 

of them, a proline in 2.59, likely yields a repositioning of this proline in 2.58 of SO 

(urotensine II (UII)/UT) or CHEM (SDF-1α/CXCR4) receptors, for most of them well known 

for their chemotactic behaviour. Here, we aimed to provide a better understanding of the role 

of P2.58 in UT and CXCR4 in chemotactic-induced mechanisms, by engineering the P2.59 

prototype Kiss1R and the two P2.58 UT and CXCR4 receptors by single mutation of Pro to 

Ala or insertion/deletion to reposition the Pro.  

We showed that wild-type and mutant Kiss1R, UT and CXCR4 expressed in HEK293 cells 

conserved expression levels and for most, binding capacities. The P2.58 UT and CXCR4 

receptors activated by UII and SDF-1α, exhibited Gq/Ca2+/IP1 and Gi/o couplings and 

stimulated chemotactic migration via dynamic wave of assembly/disassembly of focal 

adhesions (FAs) associated with the selection of one prominent lamellipodia. In contrast, 

activation of the P2.59 Kiss1R receptor by Kisspeptin (KP-10) evoked Gq/Ca2+/IP1 couplings, 

and random migration through uncontrolled disassembly of FAs and production of many 

lamellipodia per cells. Single mutation or insertion/deletion mainly led to loss of Gq and/or 

Gi1 and Goa coupling capacities, establishing the key role of the proline in TM2 of Kiss1R, UT 

and CXCR4 in receptor activation, and showing that P2.59 to P2.58 repositioning likely plays 

a role in receptor re-sensitization, determinant for regulation of FAs assembly/disassembly 

and reduction of the number of lamellipodia.  

Thus, we propose that P2.58 receptors expanding during evolution, acquired a key 

competence to favor cell chemotactic migration under external ligand signals. This would be 

associated with a dynamic of receptor desensitization/resensitization and localized adhesion-

de-adhesion waves, selecting protrusions necessary for cell directed migration. 
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Introduction 

Chemotaxis is currently known as the fundamental phenomenon highly conserved from 

bacteria to eukaryotic cells, implying cell directed migration along an extracellular chemical 

gradient (Artemenko et al., 2014; Roussos et al., 2011; Pierce et al., 2010) whereas 

chemokinesis results from the stimulation of cell migration without clear directionality in 

response to symmetric or asymmetric extracellular lues leading to random migration (Petri et 

al., 2009). This chemotaxic directional migration involves three main steps consisting in 

gradient chemosensing, motility and mainly polarity (Swaney et al., 2010). This ability is 

essential for a number of physiological and pathological processes including embryogenesis 

and wiring of the central nervous system (Theveneau et al., 2012; Richardson et al., 2010), 

the immune system inflammatory response (Sadik et al., 2012), angiogenesis and cancer cell 

metastasis and invasion (Roussos et al., 2011; Bravo-Cordero et al., 2011).  

It was for along proposed that a local activation of the PI3K induces local accumulation of 

PIP3, stimulating guanine nucleotide-exchange factor GEF proteins leading to the recruitment 

of the active forms of the Rac and Cdc42 GTPases (Van Keymeulen et al., 2006). These Rac 

and Cdc42 would allow the establishment of an intracellular molecular gradient leading to 

disequilibrium between the front and the rear of the cells (Jin et al., 2000). Then Rac may 

catalyze the polymerization of actin, protrusion at the front edge of the cell and allow through 

a positive feedback, an accumulation of PIP3. Cdc42 stabilizes the polarization by acting 

stabilizing microtubules whereas PTEN and myosin likely localize at the rear of the cell 

(Funamoto et al., 2002; Lijima and Devreotes, 2002). During the extension of the 

lamellipodia at the polarized cell front, newborn adhesions (short half-life, 0.2 µm2) 

corresponding to integrin aggregation and recruitment of actin, the focal adhesion kinase 

(FAK), talin and paxillin (Choi et al., 2008) can evolve towards either disassembly, or a Rho-

GTase-dependent formation of larger focal complexes (vinculin association, 1 µm2) or mature 

focal adhesions (FA, α-actinin association) larger than 2 µm, during the directional migration 

(Choi, 2011; Lawson, 2012).  

Intriguingly, even in the absence of stimulation, the cortical cytoskeleton of the 

chemotactic cell model Dictyostelium amoebae or human neutrophils display constitutive 

excitability which possibly underlies cell morphological changes and motility (Weiner et al., 

2007). It is indeed proposed that cell motility results from coupling of intrinsic signal 

transduction excitable networks and a cytoskeletal oscillatory network, and various guidance 

cues that modulate the threshold for triggering signal transduction events, integrated to 

control and direct the mode of migration (Xiong et al., 2010; Huang et al., 2013). Thus, 
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understanding how extracellular cues are integrated to regulate directional migration remains 

challenging.  

While chemotaxis is a well conserved process, a wide variety of molecules, from small 

chemicals as cAMP to proteins, can act as chemoattractants (Artemenko et al., 2014). Many 

of them were shown to bind membrane G protein-coupled receptors (GPCRs) such as the 

cAR1 specific of cAMP in Dictyostelium cells (Insall et al., 1994) or chemokine GPCRs like 

Ca5R in human leucocytes (Wietz et al., 2001; Sozzani et al., 1999). Ligand binding on these 

GPCRs associated with the heterotrimeric Gαβγ subunits, initiates receptor Gα-GEF activity 

and βγ release and/or G protein-independent signaling, leading to the activation of 

downstream effector networks.  

In the human genome, GPCRs encoded by more than over 800 genes are the largest family 

of membrane receptors, classified into several sub-families based on sequence homology 

and/or common origin (Kolakowski, 1994; Fredriksson et al., 2003; Bjarnadottir et al., 2006). 

From the receptor sequences, Fredriksson et al. proposed a yet commonly used systematic 

classification system named GRAFS formed by the 5 distinct families of Glutamate (G), 

Rhodopsine-like (R), Adhesion (A), Frizzled/Taste (F) and Secretin (S). The Rhodopsine-like 

family showed a clear evolutionary success since containing around 90% of the GPCRs, and 

thus is divided into the α, β, γ and δ subclasses. The crystallographic structures of 

Rhodopsine-like family GPCRs indicate a common firm core corresponding to high 

conserved sequence motifs, i.e. E/DRY in the transmembrane (TM) 3, NPXXY on TM7, 

WXP on TM6, N2.50 in TM2 (X.50, according to the Ballesteros classification : X, 

numbering of TM; 50, the most conserved residue in the concerned TM) (Ballesteros and 

Weinstein, 1995), and a water network that can be seen in the binding pocket mediating 

ligand interactions with the receptor (Tautermann et al., 2014). Indeed, the diversity of GPCR 

functions, and the propensity at mediating chemotaxis, can be related to the various molecular 

stimulating cues responsible for differential GPCRs conformations and then to the diversity of 

intracellular pathways they can activate as first effectors, i.e. Gα and also βγ proteins, β-

Arrestins or G protein-coupled receptor kinases (GRK) (Deupi and Kobilka, 2007, 2010).  

Alternate views were provided through ligand-based classification of Rhodopsine GPCRs 

highlighting the chemical pressure against which the receptors have evolved (Van der Horst et 

al., 2010; Lin et al., 2013) to explain differential GPCR-mediating mechanisms and more 

particularly chemotaxis. From phylogenetic analysis by means of an exploratory multivariate 

"multidimentionnal scaling" (MSD) analyzing the sequence space of non-olfactory 

Rhodopsine GPCRs and the mutational mechanisms driving their evolution, different 
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clustering of human GPCRs divided into four groups, characterized by their unusual proline 

positions in TM2 and TM5. Clusters concern the central group (G0) formed at least in part by 

the PEP (peptide) receptors, the G1 group including the phylogenetically related SO 

(somatostatin), CHEM (chemokine) and PUR (purinergic) receptors, the G2 group with Amin 

(amine) and AD (adenosine) receptors and the G3 group with the remaining receptors (Fig. 

1A)(Pelé et al., 2011; Chabbert et al., 2012). Receptors belonging to SO, containing the 

urotensin II (UII) receptor UT, CHEM, including the SDF-1α CXCR4 receptor and PUR (Fig. 

1A and B) display a P2.58 pattern, specific of this group, resulting from a codon deletion in 

the TM2 of an ancestor receptor exhibiting a P2.59 pattern belonging to the precursor group 

G0, such as the OX2 receptor (Fig. 1A and B) or the kisspeptin (Kp-54 or KP-10) Kiss1R 

receptor of the PEP family (Fig. 1A) (Devillé et al., 2009). Interestingly, previous predictive 

models (Pelé et al., 2011) and crystal structures of the non-olfactory Rhodopsine-like GPCRs, 

clearly show a TM2 bulge structure in β1/β2-adrenergic, 2A-adenosine or D3 dopamine 

receptors (G0 group) that possess a P2.59 whereas a kink structure is observed in CXCR4 and 

δ-Opioid receptors displaying a P2.58, near the ligand binding site (Van der Kant and Vriend, 

2014). Experimental evidence of the CHEM-receptor CCR5 (Fig. 1A) suggests the 

importance of this TM2 region in receptor activation, and the key role of the conserved T2.56 

neighboring the P2.58, in the receptor activation/function (Ji et al., 1998; Govaerts et al., 

2003). In addition, mutation of P2.58 to A2.58 in the angiotensin-II AT-1 CHEM receptor 

(Fig. 1A), leads to a significant inhibition of transduction cascade (Reis et al., 2007, Miura et 

al., 2003). Together, it suggests a key role of this 2.58 proline position in the activation 

mechanisms of the SO, CHEM or PUR receptors.  

These receptors are widely recognized as mediating chemotaxis, thus suggesting that 

proline kink in the P2.58 may have allowed the capacity of gradient sensitivity, cell 

polarization and/or directional migration. In the present study, we attempted to elucidate 

whether the key P2.58 position in the UT (SO) receptor and the CXCR4 (CHEM) allows a 

specific chemotactic skill. As a P2.59 receptor, we here focused on the Kiss1R as the indel 

event yielding P.58 receptors arose in ancestors of Kiss1R (Devillé et al., 2009). We trued to 

mimic the “evolutionary” indels by site directed mutagenesis of the UT, CXCR4 and Kiss1R 

receptors, in order to mimic the biological process that led to the split between P2.58 and 

P2.59 receptors. We aim, by inserting one residue in the kinked elbow of CXCR4 and UT to 

favor a bulge structure or by deleting one residue in the bulge elbow of Kiss1R, to induce a 

kink structure (Fig. 1B-C and D). In addition the roles of the Pro were tested by mutation into 

Ala for each type of receptors. Expression levels and binding capacity of these receptors, 
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potential gain and loss of coupling capacities were evaluated in HEK293 cells. The ability to 

mediate chemotactic migration and adhesion via initiation/degradation of FA points, resulting 

to directional or random migratory properties was also investigated. We showed that the 

proline position in the TM2 of P2.58 and P2.59 receptors play a major role in G protein-

dependent and independent couplings leading to chemotactic migration and destabilization of 

directed migration favoring random motility, respectively. It is proposed that P2.58 receptor-

associated chemotactic migration would be associated to a wave of receptor 

desensitization/resensitization and localized adhesion-de-adhesion waves. 

 

 

 

 

  



Résultats 

 - 112 - 
Jane-Eileen Joubert 

Materials and methods 

Chemicals 

Recombinant human SDF-1α was obtained from R&D systems (Abingdon, United 

Kingdom), and the human UII and kisspeptin-10 (KP-10) were from Polypeptide Laboratories 

(Strasbourg, France). Fetal bovine serum (FBS), Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS), 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Dulbecco’s phosphate-buffered saline 

(DPBS), MEM non-essential amino acids, Trypsin-EDTA (0.05%) and antibiotic-antimycotic 

solutions were provided by GIBCO-Life Technologies (Fisher Scientific, Illkrich, France). 

Sodium pyruvate solution, fibronectin, poly-L-ornithine, ATP, probenecid, 4′,6-diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride (DAPI), hematoxilin, normal donkey serum and 

paraformaldehyde (PFA) were purchased from Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, 

France). Mowiol 4-88 was from VWR (Fontenay-sous-bois, France). FuGene HD was 

obtained from Promega (Charbonnières-les bains, France). Cell line nucleofector kit V was 

from Lonza Sales Ltd (Basel, Switzerland). X-tremeGENE siRNA transfection reagent was 

obtained from Roche Diagnostics (Meylan, France). Lipofectamine 2000, one shot TOP10 

chemically competent E. Coli, Alexa Fluor 594-conjugated antibody against mouse IgG and 

coelenterazine h were provided by Invitrogen/Life Technologies (Fisher Scientific). 

Transwells multiple well plates were from Corning (Fisher Scientific). The inositol 

monophosphate (IP1) assay, the Tag-lite labelling buffer, the SNAP-Lumi4-terbium donor 

(BG-K2) and the Tag-lite red agonists KP-10 and SDF-1α were obtained from Cisbio 

Bioassays (Condolet, France). SuperSignal ELISA Femto Substrate was from ThermoFisher. 

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent was provided by GE Helthcare (Dutscher, 

Issy les Moulineaux, France). Antibodies raised against c-Myc, FAK, p-FAK (Tyr576/577), 

the horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies against rabbit, mouse and goat 

IgG were from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). Anti-paxillin (phospho 

Y31) antibody was purchased from Abcam (Cambridge, Great Britain). Anti-paxillin and 

anti-integrin β1 antibodies were from Upstate and Chemicon, respectively (Millipore, 

Molsheim, France). Cell Tracker Green, Fluo4-AM, pluronic acid were obtained from 

Molecular Probe (Fisher Scientific). Primers were synthetized by Eurofins Genomics 

(Ebersberg, Allemagne). The Gq inhibitor UBO-QIC was from the Institute of 

Pharmacological Biology (University of Bonn, Bonn, Germany). SiRNA (control and G13) 

were purchased from Dharmacon (GE Healthcare Europe, Velizy-Villacoublay, France). The 

plasmid pCMV-Myc and pEYFP-N1 were from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). 
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pEGFP-N2, ST-pRK5, Gαi1
Rluc8, Gαoa

 Rluc8, Gαq
Venus, β2

Flag, γ2
Venus, γ2

Rluc8 and β2-arrestinRLuc8 

were provided by Dr Laurent Prézeau (IGF, Montpellier, France).  

 

Plasmid constructs 

The human UT-P2.58, CXCR4-P2.58 and Kiss1R-P2.59 receptor cDNAs inserted into 

pcDNA3.1 (cDNA Ressource Center, Detroit, MI, USA) were amplified and each PCR 

products were subcloned using the enzyme sites of pCMV-Myc, pEGFP-N2, pEYFP-N1 or 

ST-pRK5 described in Table 1. The ∆UT-P2.59Myc and ∆CXCR4-P2.59Myc mutant receptor 

cDNAs were constructed by oligonucleotide-directed mutagenesis (Quick-change site-

directed mutagenesis kit, Agilent Technologies, Les Ulis, France) using the UT-P2.58Myc and 

CXCR4-P2.58Myc receptor cDNAs as a template with two oligonucleotides to insert an Ala in 

position 2.56 (Table XX). The ∆Kiss1R-P2.58Myc mutant receptor cDNAs were constructed 

using the same mutagenesis kit using the Kiss1R-P2.59Myc cDNAs as a template and two 

oligonucleotides to delete the Cys in position 2.56 (Table 2). The ∆UT-P2.58A, ∆CXCR4-

P2.58A and ∆Kiss1R-P2.59A mutant receptor cDNAs were constructed by mutagenesis using 

the UT-P2.58, CXCR4-P2.58 or Kiss1R-P2.59 receptor cDNAs inserted into pcDNA3.1 as a 

template with two oligonucleotides to introduce an Ala in position 2.58 (∆UT-P2.58A and 

∆CXCR4-P2.58A) or 2.59 (∆Kiss1R-P2.59A) instead of the Pro (Table 2). The mutant 

receptor cDNAs were then amplified and each PCR products were subcloned using the 

enzymes sites of pCMV-Myc, pEGFP-N2, pEYFP-N1 or ST-pRK5 described in Table 1. The 

sequences of all constructs were verified by sequencing (GATC Biotech, Köln, Germany).  

 

Cell culture and transfection 

HEK293 cell line (ATCC® CRL-1573™) was generously provided by L. Prézeau, C 

Barière and I. Bidaud (IGF, Montpellier, France). Cells were cultured in DMEM containing 1 

mM sodium pyruvate, 1% antibiotic-antimycotic solution and 10% FBS at 37°C in a 

humidified incubator (5% CO2). Transient transfections were performed using FuGene HD, 

Lipofectamine 2000 or Amaxa Cell Line Nucleofector kit V according to the manufacturer’s 

recommended protocols. Control and G13 siRNAs (2 µg) were transfected into HEK293 cells 

using the X-tremeGENE siRNA transfection reagent 24 h before and at the same time of the 

transfection with the receptor-expressing plasmid. 
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Cell-based ELISA 

HEK293 cells (4 millions) were transfected with 4 µg empty pCMV-Myc (mock) or 

plasmid encoding c-Myc-tagged wild-type and mutant receptors using FuGene HD following 

manufacturer’s instruction. For each transfection, the DNA (µg): FuGene HD (µl) mix ratio 

was 0.2. The following day, cells were dispensed on poly-L-ornithine-coated 96-wells plate 

(0.1 mg/mL; 100,000 cells/well) and incubated at 37°C (5% CO2). Then, after 24 h, cells were 

treated or not with agonist ligands of the receptors of interest, fixed (4% PFA, 5 min at RT), 

washed with DPBS, and permeabilized or not with 0.05% Triton X-100. Non-specific binding 

sites were blocked with DPBS containing 1% FBS (30 min, RT). Primary antibody (Table 3) 

was then applied for 1h at RT. After washes with blocking buffer, cells were incubated with 

the corresponding horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody (Table 3) for 

1h. After washes with DPBS, chemoluminescence was detected using SuperSignal ELISA 

Femto Substrate (ThermoFisher Scientific) and the InfinitePro200 plate reader (TECAN 

FRANCE, Lyon). Data are expressed as bioluminescence normalized to mock. 

 

HTRF
®

 ligand binding assay 

HEK293 cells were dispensed into poly-L-ornithine-coated 96-wells plates at a density of 

100,000 cells/well and transfected with 40 ng plasmid encoding ST-tagged wild-type or 

mutant receptors using Lipofectamine 2000 following manufacturer’s instruction. For each 

transfection, the DNA (µg): Lipofectamine 2000 (µl) mix ratio was 0.2. Then, 24 hours later, 

the cell culture medium was replaced by 100 nM BG–K2 diluted in Tag-lite labeling medium 

and incubation was performed for 1h at 37°C in 5% CO2 atmosphere in order to label ST-

tagged receptors with terbium cryptate (Tb). The excess of BG–K2 was removed by washing 

cells three times with Tag-lite labeling medium. Saturation binding experiments were 

performed by incubating cells expressing Tb-labeled ST-tagged receptors with increasing 

concentrations of red ligands diluted in the Tag-lite labeling medium for 1h at 4°C. Signal 

was detected using the PHERAstar FS plate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany) on 

the ARPEGE pharmacology platform (Montpellier, France). The reader was equipped with an 

HTRF optic module allowing donor excitation at 337 nm and signal collection at both 665 

and 620 nm. The signal was collected at both 665 and 620 nm. HTRF ratios were obtained by 

dividing the acceptor signal (665 nm) by the donor signal (620 nm). 
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Calcium measurement 

HEK293 cells (2 millions) were transfected with 3 µg plasmid encoding c-Myc-tagged 

wild-type or mutant receptors using Cell line nucleofector kit V (Lonza). Transfected cells 

were then seeded in poly-L-ornithine-coated 96-well plates at a density of 50,000 cells/wells 

and incubated for 48h at 37°C with 5% CO2. Cells were washed twice with a modified HBSS 

supplemented with 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 10 mM HEPES 

and 2.5 mM probenicid (pH 7.4) and incubated with 2 µM Fluo4-AM dye containing 20% 

pluronic acid for 1 h in 5% CO2 atmosphere. Cells were rinsed twice with modified HBSS and 

the effect of graded concentrations of appropriate ligand on [Ca2+]c was measured with a 

fluorimetric imaging plate reader FlexStation III (Molecular Devices, Wokingham, England) 

on PRIMACEN Platform (Mont-Saint-Aignan, France). 

 

Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) assay 

For BRET studies to measure G protein couplings, HEK293 cells were dispensed into 

poly-L-ornithine-coated 96-wells plates at a density of 100,000 cells/well and transfected with 

40 ng plasmid encoding c-Myc-tagged wild-type or mutant receptors and at the same time 

with the different DNA combinations Gαi1
Rluc8 (20 ng)/β2

Flag (10 ng)/γ2
Venus (10 ng), Gαoa

 Rluc8 

(20 ng)/β2
Flag (10 ng)/γ2

Venus (10 ng) or Gαq
Venus (20 ng)/β2

Flag (10 ng)/γ2
Rluc8 (10 ng) using 

Lipofectamine 2000. For BRET studies to investigate the interaction receptor/β2-arrestin, 

HEK293 cells were transfected with 50 ng plasmid encoding eYFP-tagged wild-type or 

mutant receptors and 5 ng DNA encoding β2-arrestinRluc8. The following day, cells were 

washed twice with DPBS. Coelenterazine h substrate (10 µl/well) was added at a final 

concentration of 5 µM. Readings were then immediately performed after the addition of 

different ligands at room temperature and at 0.5-s intervals during several minutes using the 

Mithras LB 940 plate reader (Berthold Biotechnologies, Bad Wildbad, Germany) on the 

ARPEGE pharmacology platform. The plate reader allows the sequential integration of light 

signals detected with two filter settings (Rluc8 filter, 425 ± 25 nm; and Venus or eYFP filter, 

525 ± 25 nm). BRET signal expressed in milliBRET units was calculated as the difference of 

emission at 530 nm/485 nm. For dose-response data, curves were fitted with a nonlinear 

regression using Prism software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). 

 

IP1 production measurement 

HEK293 cells were dispensed into poly-L-ornithine-coated 96-wells plates at a density of 

100,000 cells/well and transfected with 40 ng plasmid encoding c-Myc-tagged wild-type or 
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mutant receptors using Lipofectamine 2000. Measurement of IP1 accumulation in HEK293 

cells was performed using the IP-One terbium (Tb) competitive immunoassay kit (Cisbio 

Bioassays). The IP-One assay uses a cryptate Tb-labeled anti-IP1 monoclonal antibody (anti-

IP1-KTb) and a fluorescent d2-labeled IP1 (IP1-d2). Twenty four hours after transfection, cells 

were treated with various concentrations of the appropriate ligands (30 min, 37°C, 5% CO2) 

in a stimulation buffer containing LiCl which induced the accumulation of IP1 on receptor 

activation. Then, cells were incubated with IP1-d2 and anti-IP1-KTb in the dark at room 

temperature for 1h. The fluorescence emission of IP1-d2 and anti-IP1-KTb were measured 

after excitation at 337 nm, at 620 nm and 665 nm respectively, using a PHERAstar FS plate 

reader on the ARPEGE pharmacology platform. The HTRF intensity was calculated using the 

following formula and is expressed as arbitrary units: 

 HTRF(intensity) = ((ratio 665/620)sample – (ratio 665/620)background) x 104.  

Dose-response curves were fitted using Prism GraphPad software. 

 

Migration assays 

HEK293 cells (4 millions) were transfected with 4 µg empty pCMV-Myc (mock) or 

plasmid encoding c-Myc-tagged wild-type and mutant receptors using FuGene HD following 

manufacturer’s instruction. Transwell filters with 8 µm pores were coated with human 

fibronectine (20 µg/ml; 12h; 4°C). Twenty four hours after transfection, cells were detached, 

resuspended in serum-free medium and seeded at a density of 100,000 cells/125 µL/filter on 

the upper chamber of the Transwells. The gradient was generated by filling the upper and/or 

the lower chamber with the appropriate ligand. After a 24-h incubation time, filters were 

rinsed with DPBS. Non-migrating cells were removed from the upper surface of the filter 

using a cotton swab while cells that migrated through the filter onto the lower surface were 

fixed with 4 successive baths of methanol (50, 70, 90 and 100%) and then stained with 

hematoxylin. Filter were removed and mounted on glass slides using Mowiol, and randomly 

photographed (10 fields/filter) using a Nikon microscope (Nikon, Champigny-sur-Marne, 

France). Cells on photographic fields were counted using the “Cell counter” plug-in on 

ImageJ software (U. S. National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). 

 

Adhesion assay 

HEK293 cells (4 millions) were transfected with 4 µg plasmid encoding c-Myc-tagged 

wild-type or mutant receptor using FuGene HD. The following day, cells were incubated with 

Cell Tracker Green (30 min, 37°C, 5% CO2), detached with trypsin-EDTA solution, pelleted 
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(100 g, 5 min) and resuspended in serum-free medium with or without appropriate ligands 

(10-9 M, 30 min, 37°C, 5% CO2). Cells were then seeded onto fibronectine-coated 96-well 

plates at a density of 50,000 cells/well. After 30 min, cells were washed and fluorescence of 

adherent cells was measured at 535 nm using the InfinitePro200 plate reader. 

 

Immunohistochemistry and image analysis 

HEK293 cells (2 millions) were transfected with 3 µg plasmid encoded wild-type or 

mutant eGFP-fused receptor using Cell Line Nucleofector Kit V and plated onto 24-well plate 

containing fibronectin-coated glass microslides at the density of 75,000 cells/well. After a 24-

hour incubation (37°C, 5% CO2), cells were treated with the appropriate ligand for various 

time (0 to 60 min). Cells were then fixed with PFA (4%, 10 min), permeabilized with Triton 

X-100 (0.05%; 5 min) and the non-specific binding sites were blocked with normal donkey 

serum (2%, 1h, RT). The anti-paxillin antibody (Millipore, ref 05-417) was applied overnight 

at 4°C. After washes with DPBS, cells were incubated with Alexa Fluor 594-conjugated 

antibody against mouse IgG (2h at RT). Cells were then stain with DAPI (1 µg/mL, 10min) to 

label nuclei, mounted on glass slides and imaging by confocal microscopy (Leica TCS SP8 

confocal laser scanning microscope). The number and size of focal adhesion complexes was 

calculated using a particle analysis plug-in after successive image treatment by ImageJ 

software. The proportion of cells exhibiting cytoplasmic and/or cell surface receptor-eGFP 

was also quantified in each situation. 

 

Statistical analysis 

Data are presented as the mean ± SEM for each group of samples. Statistical analyses were 

performed using the GraphPad Prism 5.00 software. Comparisons between 2 groups were 

performed using unpaired t-test or Mann and Whitney test. 
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Results 

Experimental mutagenesis of GPCRs to mimic the evolutionary insertion/deletion 

leading to chemotactic receptor expression and sensitivity 

Evolutionary information would help understand factors driving specific acquisition skills, 

such as chemotactic-motor mammalian cell coordination. Accordingly, a MDS representation 

of the GPCRs sequence space allows the clustering of four groups. In Figure 1A, a schematic 

representation of a deletion (gray arrow) that led to the split between the PEP receptors of the 

G0 group, and the SO receptors at the early stage of the animal evolution (Chabbert et al., 

2012). Also SO, CHEM and PUR receptors of the G1 groups are phylogenetically related and 

may have evolved from a common origin (Devillé et al., 2009; Pelé et al., 2011). In G1 

group-composed receptors characterized by a correlated mutation in TM2 and TM5 (not 

shown), the prototype CXCR4 (CHEM, green) and UT (SO, blue) receptors displayed the 

P2.58 pattern whereas the Kiss1R (magenta) exhibits an ancestral P2.59 (Fig. 1A, inset). As 

illustrated in the modelized cartoon view of CXCR4 (P2.58, left panel) and OX2 (P2.59, right 

panel) receptors (From Chabbert, unpublished data), the TM2 is slate and the Pro at 2.58 in 

CXCR4 is close to the carbonyl groups within a proline kink (a) and the Pro at 2.59 in OX2 is 

close to the carbonyl groups (b) within a bulge (Fig. 1B). To gain information on chemotactic 

receptors exhibiting the P2.58 pattern responsible for a kinked structure of TM2, we focused 

on the Kiss1R-P2.59 activated by the short form KP-10 (10 amino-acids), and on UT-P2.58 

and CXCR4-P2.58 classically bound by the chemokine CXCL12/SDF-1α spliced variant of 

89-residue, and the 11 amino acid cyclic neuropeptide human UII, respectively (Fig. 1C). To 

mimic the evolutionary indel process, we engineered one codon deletion (C2.56) of the 

Kiss1R-2.59 leading to the production of the ∆Kiss1R-P2.58 and one codon (encoding Ala) 

insertion in between 2.56 and 2.57 positions of UT and CXCR4, leading to the ∆UT-P2.59 

and the ∆CXCR4-P2.59 mutant receptors (Fig. 1D). In addition, the putative role of the 

proline in the TM2 of the 3 wild-type receptors also required the site-directed mutagenesis of 

the Pro in Ala at 2.59 in Kiss1R (∆Kiss1R-P2.59A) or at 2.58 in UT (∆UT-P2.58A) and 

CXCR4 (∆CXCR4-P2.58A) (Fig. 1D). Modelized TM2 structures of Kiss1R (magenta), UT 

(blue) and CXCR4 (green) made by Chabbert et al. (unpublished data) confirmed the kink in 

P2.58- and the bulge in P2.59-containing helices (Fig. 1D). 

A recent report by Chantreau et al. (2015) has investigated the effect on the introduction of 

a Pro residue in TM2 of the thyrotropin receptor (TSHR) belonging to the LGR family of the 

G3 group characterized by the absence of Pro in TM2. Some mutants failed to be efficiently 

addressed at the plasma membrane, suggesting a key impact on the receptor membrane 
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targeting or stabilization at the plasma membrane. Being part of the well conserved motif 

TXP, mutation of T2.56 in CCR5 (Govaerts et al., 2001) may impair activation or yield 

constitutive activation, indicating a relatively conserved expression and binding capability. 

Thus, to verify that the wild-type and mutant receptors may by efficiently expressed, 

translocated at the plasma membrane and in capacity to bind their respective ligands, all 

receptor wild-type and mutant constructs were either Myc-epitope-tagged or snap-tagged (ST) 

and expressed through transitory transfection of HEK293 cells (Fig. 2A). We showed by 

means of an ELISA bioluminescent assay, that wild type Kiss1R-P2.59 and UT-P2.58, and in 

a less extent CXCR4-P2.58 were efficiently expressed at the cell surface of non-

permeabilized cells (Fig. 2B). Interestingly, the P2.59A or P2.58A receptors displaying a 

single mutation, exhibited a similar level of plasma membrane expression than wild-types 

(Fig. 2B). However, the ∆Kiss1R-P2.58 appeared higher expressed both within the cytosol 

and cell surface whereas ∆UT-P2.59 and ∆CXCR4-P2.59 were found to be lower expressed at 

the cell surface than wild-type receptors (Fig. 2B). These observations led to the conclusion 

that Pro mutation in Ala or insertion/deletion of one codon leading to the repositioning of the 

Pro in TM2 of Kiss1R, UT or CXCR4 is permissive for expression and translocations of the 

receptor at the cell surface, important for investigation of their functional activity.  

Interestingly, it was previously observed that the Pro to Ala mutation of the P2.58 of AT-

1R (Miura et al., 2002), did not markedly alter agonist affinity. We used the method of 

orthogonal labelling of protein complexes by fluorophore compatible with TR-FRET using 

the ST (Maurel et al., 2008) technology. This ST held by wild-type and mutant receptors can 

be covalently labelled with the fluorescent non-cell permeable benzyl-guanine-Tb3+-cryptate 

derivatives to transfer energy with the KP-10-red or SDF-1-red as previously validated (Zwier 

et al., 2010). In the process of writing the paper, experiments using the UII-red were not 

performed. The intensity of the TR-FRET was markedly increased with the increasing 

concentrations of the ligand signal and was clearly proportional to the expression levels of the 

wild-type (Kd=nd, Kiss1R-P2.59; Kd=38.9±6.9, CXCR4-P2.58) and mutant receptors 

(Kd=47.7±7.0, ∆Kiss1R-P2.58; Kd=5.0±0.7, ∆CXCR4-P2.58A; Fig. 2C) (Table 5). Of note, 

Kiss1R-P2.59 did not show a significant FRET signal intensity highlighting a low membrane 

expression likely combined with less affinity binding of KP-10-red (Fig. 2C) whereas the 

∆CXCR4-P2.59, exhibiting similar amount at plasma membrane than the ∆CXCR4-P2.59A, 

displayed a diminished affinity for the SDF-1α-red (Table 5, Fig. 2C). Together, it is 

originally proposed that, by using this strategy to follow tight interaction of the ligand to the 

N-terminus of the GPCRs, the Kiss1R-P2.59 did not transfer energy, suggesting either 
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absence of proximity between the ST-N-terminal fragment of this receptor and the ligand 

likely deeply bound within the receptor core, and/or absence of binding due to the low 

expression of the receptor at the cell surface. Interestingly, ∆Kiss1R-P2.59A and ∆Kiss1R-

P2.58 displayed the same affinity values than CXCR4-P2.58, likely raising similar 

conformational changes of the extracellular portions of the P2.58 receptors. At this stage, we 

expect that UII remained able to bind the wild-type and mutant UT receptors. 

 

Functional coupling properties of P2.59 and P2.58 GPCRs and their Pro to Ala mutants 

Previous reports established that Kiss1R-P2.59 exhibits classical coupling to Gq/IP3/Ca2+ 

pathway and results in inhibition of chemotaxis to FBS (Kotani et al., 2001, Ohtaki et al., 

2001), UT-P2.58 functions as a pleiotrope factor, activating Gq/PLC/Ca2+, Gi/o/PI3K and 

G13/Rho/Rock cascades (Jarry et al., 2010; Brulé et al., 2014, Lecointre et al., 2015), and 

CXCR4-P2.58 recruits Gi/o/PI3K and G12/13/Rac signaling (Horuk et al., 1998, Zlotnik et al., 

2008, Wang et al., 2012). Thus, in order to evaluate whether the deletion in Kiss1R-P2.59 

would have allowed acquisition of some important G protein couplings involved in 

chemotactic receptor behavior, i.e. Gi/o combined to G12/13, we next investigated the panel of 

G proteins activated by wild-type and mutant receptors by using BRET-based biosensors 

directly monitoring the activation of Gαq, Gαi and Gαo proteins (Gα12/13 being non available) 

occurring early and shortly after receptor activation (cartoon of Fig. 3A), as well as their 

direct effectors. As often observed, wild-type and mutant CXCR4 receptors expressed in 

HEK293 cells totally failed to recruit Gαq, produce inositol phosphate IP1, and stimulate 

cytosolic Ca2+ concentration c[Ca2+] (Fig. 3B, Right). However, the Kiss1R-P2.59 markedly 

coupled and activated Gαq (pEC50=-8.17±0.14), IP1 production (pEC50=-9.58±0.15) and 

c[Ca2+] increase (pEC50=-7.78±0.13) and ∆Kiss1R-P2.59A or ∆Kiss1R-P2.58 lost Gq and 

Ca2+-effector activations, still able to induce IP1 production, but with a drastic shift affinity in 

the IP1 assay (Table 5)(Fig. 3B, Left). UT-P2.58, originating from the SO family, also showed 

a net ability to recruit Gαq, evoke IP1 formation and generate c[Ca2+] with affinities similar to 

that of Kiss1R-P.59 (Table 5) (Fig. 3B, middle). Interestingly, ∆UT-P2.58A and ∆UT-P2.59 

failed to recruit Gq and Ca2+, but kept the ability to induce IP1 production with a drastic 

decrease of efficacy for the Pro to Ala UT mutant (Fig. 3B, Middle). Then, Gαi1- and GαoA-

Rluc dissociations from Gβγ-venus (Fig. 3A) were investigated in HEK cells expressing the 

wild-type and mutant receptors. Clearly, we confirmed that Kiss1R-P2.59 did not couple to 

Gi/o proteins under stimulation by KP-10, and mutants of this receptor failed to allow this type 

of coupling (Table 5, Fig. 3C). In contrast and as attended, UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 
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activated Gαi (pEC50=-9.03±0.38, pEC50=-9.2±0.13, respectively) and Go recruitment with 

similar affinities (pEC50=-9.68±0.24, pEC50=-9.52±0.52, respectively). The deletion of one 

codon leading to ∆UT-P2.59 and ∆CXCR4-P2.59 provoked a total inhibition of the Gi/o 

couplings, suggesting the major role of this proline in 2.58, for activation of Gαi/o protein 

receptor coupling (Fig. 3C). Taken together, the data above provide evidence of a general loss 

of Gq/Ca2+, Gi/o couplings when changing position or mutating the proline in the three 

receptor types, but it would appear that this proline in either receptor may favor a subtle 

constitutive activity.  

 

Chemotactic migratory and/or motility properties of the P2.58 and P2.59 receptors 

Despite the almost complete loss of coupling to Gi/o and Gq proteins, but also in the 

absence of the control of G12/13 potential recruitment of the mutant receptors, the migratory 

potential of cells expressing wild-type Kiss1R or the chemotactic UT and CXCR4 receptors, 

was evaluated in the boyden chamber assay allowing ligand gradient concentration (Fig. 4A). 

Concentration gradient of KP-10, UII and SDF-1α induced migration of cells expressing 

either Kiss1R-P2.59 or UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 compared with HEK-pCMVMyc (mock) 

and control (untreated) cells, respectively (Fig. 4B). We hypothesized that the P2.58 position 

plays a key role in the acquisition of specific “binding-activation” coupling properties of 

GPCRs leading to chemotactic behavior, meaning that a gain of migratory behavior was 

expect for the ∆Kiss1R-P2.58 receptor and a loss of migration for ∆UT-P2.59 and ∆CXCR4-

P2.59 was attempted. But, when the Pro was shifted in 2.58 or mutated in Ala, KP-10 failed to 

induce chemoattraction/motility of cells expressing ∆Kiss1R-P2.59A and ∆Kiss1R-P2.58, 

respectively, whereas P2.58A or P2.59 mutants of UT and CXCR4 still conserved their ability 

to promote significant migration/motility (Fig. 4B), and even acquired increased motility 

(Table 5) (Fig. 4B). We next explored whether this enhanced migration for the ∆UT-P2.59 or 

the loss of migration for the ∆Kiss1R-P2.58 results from a shift in affinity for some coupling-

induced migration. Thus dose-response curves generating by plotting the concentrations of the 

various agonists KP-10, UII or SDF-1α in the bottom chamber, gave three distinct profiles of 

migration yielding the better functional affinity (pEC50=-10.41±0.58) for UT-P2.58 showing a 

bell shaped curve suggestive of adhesion properties under gradient rupture as previously 

shown (Lecointre et al., 2015) and similar affinities for Kiss1R-P2.59 and CXCR4-P2.58 

(pEC50=-9.12±0.16 vs pEC50=-8.12±0.4). Interestingly, the ∆UT-P2.59 likely exhibited a shift 

in affinity (pEC50==-9.49±0.3) and more resembling that of the Kiss1R-P2.59 (Table 5, Fig. 

4C). This last observation tends to suggest that although it is not possible to initiate 
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acquisition of some migratory chemotactic features in Kiss1R by generating an experimental 

deletion, the repositioning of the Pro in 2.59 in UT receptors (directly evolving from a 

common PEP receptor family), allows Kiss1R-P2.59-like migratory response.  

GPCR-induced chemotaxis has been shown to depend on the Gαi and Gβγ/PI3K pathway 

and/or involving Gα12/13/Rho/Rac kinase cascade (Lecointre et al., 2015), we examined 

whether inhibition of Gαq and Gα13 would be associated with the pro-migratory activity of 

Kiss1R and UT receptors. Downregulation of Gα13 through a specific siRNA previously 

validated (Lecointre et al., 2015) failed to modify the marked amplitude of migratory 

response induced by KP-10 on Kiss1R-P2.59-expressing cells (Fig. 4D) or by UII towards 

∆UT-P2.59-expressing cells, but totally abolished the UII-induced directional migration of 

UT-P2.58-expressing cells (Table 5, Fig. 4D). Conversely, when Gq was blocked by the 

specific inhibitor of the Gq/Ca2+ pathway UBO-QIC, validated on the ability of UII to provoke 

a c[Ca2+] mobilization (Fig. S1A), the Kiss1R-P2.59-expressing cells did not migrate towards 

KP-10, while UT-P2.58-expressing cells remained motile (Fig. 4E). Again, the ∆UTP2.59-

mediating migration likely resembling the Kiss1R-P2.59 phenotype, was insensitive to the 

downregulation of Gα13 (siRNA) and totally blocked by UBO-QIC (Fig. 4D). These data 

reinforced the idea that the ∆UT-P2.59 can mimic the Kiss-1R-mediating migration relayed 

mainly by Gq instead of G13 proteins. Recently, studies have shown that p63RhoGEF can 

physically interact with Gαq to stimulate the GEF activity of p63RhoGEF (Goedhart et al., 

2013). Because it was demonstrated that the Gαq-p63RhoGEF interaction competes 

significantly with PLCβ activation and c[Ca2+] increase, we verify whether this 

Gq/p63RhoGEF may be involved in the pro-migratory properties of KP-10. SiRNA directed 

against p63Rho-GEF did neither bias the Kiss1R-P2.59 or UT-P2.58-evoked c[Ca2+] rise 

discarding this potential mechanism in the non-classical KP-10 induced migration in a Gq-

dependent manner (Fig. S1B). It was previously shown that chemotactic migration involves 

adhesion relayed at least in part by a pertussis toxin (PTX) Gi/o protein (Lecointre et al., 

2015). PTX was then tested and slightly diminished the KP-10-induced Kiss1R-P2.59 cell 

migration but totally and partially abolish the UII-evoked UT-P2.58 and ∆UT-P2.59 cell 

migration, respectovely (Fig. S2), suggesting that the residual motile behavior results from the 

acquisition of other couplings (Gq?) induced by the P2.59 position. However, the question 

remains about the chemotactic or pro-motile behavior of Kiss1R and wild-type or mutant UT 

receptors. Disruption of the ligand gradient in boyden chambers would affect directional cell 

migration by favoring random migration or motility in the case of chemokinesis receptor-

mediating activity, or by inhibition of migration through reinforcement of homogenous 
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distribution of adhesions, suggestive of a receptor-exhibiting chemotactic behavior. Addition 

of KP-10, UII or SDF-1α to the bottom and the upper compartments of the migration chamber 

produced a significant blockade of UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 cell migration (Fig. 4F) or 

increase in the number of migrating Kiss1R-P2.59 and ∆UT-P2.59 cells compared with the 

non-treated condition, and similar to the gradient condition where ligands were only 

incubated in the bottom compartment (Fig. 4F). Together, it strongly suggests a reduction of 

cell motility and promotion of adhesion processes in the wild-type chemotactic UT and 

CXCR4 displaying the P2.58, or chemokinesis mechanism induced by the wild-type Kiss1R 

and the UT mutant yielding P2.59.  

 

Controlled adhesion as a key signature of P2.58 chemotactic receptors 

During chemotaxis, adherent cells exhibit a propensity to adhere to substratum as already 

reported for UT and CXCR4 (Lecointre et al., 2015; Coly et al., 2016; Monterrubio et al., 

2009; Glodek et al., 2003), often accompanied by integrin activation clustering and FAK 

activation (Grieco et al., 2011). Indeed, homogeneous concentrations of KP-10, UII or SDF-

1α were tested in the adhesion assay on cells expressing wild-type and mutant P2.59 and 

P2.58 GPCRs. Consistent with the previous observations suggesting chemokinesis mediated 

by P2.59 receptors, we showed that the wild-type Kiss1R-P2.59 or the mutant ∆UT-P2.59 and 

∆CXCR4-P2.59 did not significantly reinforce cell–matrix adhesion after 15 min incubation 

in the presence of the respective receptor agonist (Fig. 5A). In contrast, the deletion leading to 

the mutant ∆KissR-P2.58 slightly but significantly allowed acquisition of cell adhesion 

properties (by 115.0±4.2%) to the fibronectin matrix, a mechanism similar to the UII- and 

SDF-1α-mediated adhesion of UT-P2.58- (137.2±5.1) and CXCR4-P2.58- (269.4±14.3) 

expressing cells (Table 5; Fig. 5A). It was previously established the role Gαi/oβγ on adhesion-

induced by chemotactic-receptors (Lecointre et al., 2015), but since ∆Kiss1R-P2.58 receptor 

was unable to induce dissociation of Gαi/o and βγ G protein subunits, the coupling/effector 

mediating mature adhesion remain to be identified and how these adhesion points relay 

migration must be evaluated.  

During cell migration, transient adhesive contacts occur at the leading edge of lamellipodia 

where integrins recruit proteins such as vinculin or paxillin to form immature adhesive 

contacts called focal complexes, and transition to mature FA is marked by increase in size 

(Jarjour et al., 2011). A recent description of events occurring during protrusion emission 

establishes that nascent FAs rapidly recruit paxillin and FAK, that tension-engaged integrins 

promotes FAK activation and rapid tyrosine phosphorylation of paxillin (P-paxillin) (Case et 
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al., 2015). We used these dynamic oscillations in FAs by following paxillin, FAK and 

integrin accumulation. ELISA assays were performed with specific antibodies directed 

against total and phosphorylated forms of Paxillin (P-Paxillin), respectively, as described in 

Materials and Methods. Here, even if preliminary, treatments with KP-10 or UII after 30 min, 

appeared to stimulate P-Paxillin of 172.7±22.5% and 170.7±19.0% at 30 min on cells 

expressing specifically the ∆Kiss1R-P2.58 and UT-P2.58 receptors (Fig. 5B). When cells 

expressed the wild-type Kiss1R-P2.59 or the mutant ∆UT-P2.59, ligands failed to induce P-

Paxillin, suggesting the absence of nascent focal complex adhesions when receptors exhibit a 

proline position in P2.59. Moreover, the number and size of mature FAs can be also evaluated 

by imaging paxillin staining in HEK-cells transiently transfected with cDNA encoding P2.59-
eGFP or P2.58e-GFP receptors. We observed differences in the overall number of FA-paxillin-

positive structures within the cells both at in the absence of stimulation (randomly distributed) 

in cells expressing Kiss1R-P2.59 and UT-P2.58 receptors (Fig. 5C). In the presence of 

homogenous KP-10 or UII treatments, cells harbored increased number of FAs after 30 min 

as illustrated by the larger and longer FAs in activated expressing cells (Fig. 5C), but 

interestingly, this stimulation appeared significantly present at 15 and 30 min, but transient 

for the Kiss1R-P2.59 and sustained for UT-P2.58 (Fig 5C and D). When basal level of FAs 

was compared between wild-type and mutant receptors, it appeared that the constitutive FAs 

complexes are significantly reduced in P2.58 receptors compared with P2.59 receptors, likely 

indicating basal control of the adhesion properties of cells under expression of P2.58 or P2.59 

GPCRs, P2.58 leading to less adhesion (Fig. 5D). At this stage, KP-10 modestly stimulated 

FA number in ∆Kiss1R-P2.58 receptor-expressing cells at 30 min whereas UII evoked a non-

attended significant inhibition of FAs of ∆UT-P2.59 cells at 15 and 30 min (Fig. 5D). Since it 

was proposed that migration results from nascent FA composed of talin-integrin-actin linkage 

evolving towards FA maturation initiated by FAK-dependent paxillin phosphorylation (Case 

et al., 2015), we aimed to confirm a potential occurrence of FA maturation. We confirmed 

that the known chemotactic receptor UT-P2.58 evoked β1 integrin activation of 144.0±4.2% 

and 149.1±7.9% (Fig. 5F) and phosphorylation of FAK by 170.7±19.0% and 134.9±7.2% 

(Fig. 5F) at 30 and 60 min respectively. When the Pro was repositioned in the ∆UT-P2.59, 

UII was totally inefficient in recruiting integrins and FAK activity (Fig. 5E and F). As a 

mirror experiment, the wild-type Kiss1R-P2.59 did not induce any effect on these two 

components, whereas the mutant ∆Kiss1R-P2.58 showed a tendency to both favored integrin 

clustering (Fig. 5E) and phospho-activation of FAK (Fig 5F). These data allow us to begin 

constructing a hypothesis about cell-specialization associated with the expression of P2.58 or 
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P2.59 GPCRs. Even in the absence of G protein couplings, P2.58 receptor would regulate a 

controlled maturation of FAs from nascent one, recruiting integrins and FAK, constituting a 

necessary step to induce chemotactic migration instead of P2.59-induced random motility 

involving short half-life formation of nascent adhesions.  

 

Connection between receptor desensitization, adhesion and lamellipodia formation in 

P2.58 receptor-induced chemotactic migration 

FAs direct migration in part by mechanically generating forces for movement, but rapid 

cycles of FA assembly and disassembly, or turnover, at the leading edge of migrating cells are 

necessary for productive FAs and directional migration (Gardel et al., 2010; Geiger and 

Yamada, 2011; Wolfenson et al., 2013). Thus, it can be questioned here how P2.58 and P2.59 

receptors interfere with FA disassembly by spatiotemporal visualization of FA during ligand 

activation.  

UT-P2.58 cells exposed to UII during 5 to 60 min, evoked a transient reduction of the 

number of adhesion points (61.7±8%) at 5 min, a progressive increase level of FAs significant 

at 20 min (152.5±15.3%, P<0.001) (Fig. 6A, red and 6B), and then, the same level of FA 

number at 60 min than at 5 min 56.9±9.4% (Fig. 6A and B), suggesting a “wave-like” 

adhesion number dynamic mediated by the P2.58 receptors. The transient decreased number 

of FAs is concomitant to a transient increase of the area of FAs at 5 min, then followed by 

reappearance of nascent-small sized FAs until 20 min of exposure (Fig. 6C). At 60 min, all 

large FAs were found absent while nascent (>FAs significantly increased compared with the 

20-min condition (Fig. 6C). However, we confirmed that ∆UT-P2.59 expressing cells 

displayed less adhesions in non-treated condition, and when activated, likely conserved the 

propensity to transiently inhibit the FAs number at 5 min (34.2±5.5%) and 60 min 

(54.2±5.4%) (Fig. 6A and B), paralleled by the slight decrease of the larger FAs complexes 

(Fig. 6C), likely evoking a dysregulation of the adhesion/deadhesion cycle. This may indicate 

that P.58 activates effector cascades that could be determinant for the regulation of mature 

FAs and nascent one, and directional migration.  

It was originally proposed that most of the chemotactic GPCRs are uniformly distributed at 

the plasma membrane and that polarization of migration cells depends on asymmetric receptor 

activation along the gradient establishment rather than on its distribution (Blaser et al., 2006; 

Xu et al., 2007). An important process in localized receptor activation at the leading edge of 

the migrating cells may be endocytosis (Jekely et al., 2005, Cao et al., 2014), involving β-

arrestins. Recently, novel roles of arrestins have emerged as regulators of cytoskeleton 
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proteins (Mittal et al., 2013) or protein ubiquitination (Shenoy, 2014). Based on the 

hypothesis that desensitization and recycling of chemokine receptors are essential for 

chemotaxis, and that chemotaxis likely involves dynamic of adhesion/de-adhesion, we 

performed the quantification of the number of cells exhibiting UT-P2.58eGFP or ∆UT-

P2.59eGFP fluorescence exclusively at the plasma membrane, at both plasma membrane and/or 

cytosolic compartments. It aimed to provide imaging the dynamic of the distribution of the 

P2.58 and P.59 receptors under 60-min-treated conditions with UII and during cell movement. 

In the absence of UII, a majority of cells presented an exclusive membrane surface labelling 

(Fig. 6A). After treatment, a progressive translocation of UT-P2.58 receptors within endocytic 

vesicles reaching 87.5% of cells after 10 min was detected (Fig. 6D). Surprisingly, the 

proportion of cells with both membrane and endocytosed receptors decreased from 50% (10 

min) to 20.8% (15 min) whereas more receptors reached the cell surface (Fig. 6D). Again, at 

20 and 60 min, a new phase of UT-P2.58 internalization occurred (Fig. 6D), confirming a 

wave profile for the receptor traffic between cytosol and membrane surface. Similar 

observations demonstrating a regulating cycle of adhesion formation and degradation, FA size 

and receptor endocytosis has been observed for the wild-type CXCR4-P.2.58, even if the 

kinetic of this wave appeared greatly slower (Fig. S3). Cell expressing the ∆UT-P2.59 did not 

show exclusive membrane expression, suggesting a constitutive endocytic activity, whereas, 

at 5 min stimulation, receptors appeared to by translocated to the cell surface in 30% of 

activated cells (Fig. 6D). Finally, the ∆UT-P2.59 progressively internalized in a higher 

proportion of cells reaching a maximum at 20 (84.6%) and 60 min (69.6%) (Fig. 6D), 

following a similar kinetic wave than adhesions. It has been shown that various receptors that 

required β-arrestins for chemotaxis and actin cytoskeleton reorganization also promote β-

arrestin-dependent association with mitogen-activated protein kinases MAPK (DeFea et al., 

2007). In particular, many studies have suggested that β-arrestin-dependent ERK1/2 is 

important for actin reorganization and/or chemotaxis. Previous works (Brulé et al., 2014, 

Lecointre et al., 2015) and our preliminary experiments indicated that UII induces two phases 

of stimulation of phosphorylated forms of ERK1/2 (P-ERK-1/2) in cells expressing UT-

P2.58, suggesting again, a wave activity of ERK (Fig. S4), whereas the ∆UT-P2.59 remained 

able to stimulate the first phase of ERK1/2 activation. Even if these data need to be 

confirmed, it suggests that the second phase of P-ERK, specific of P2.58 receptors, is β-

arrestin-2-dependent as previously demonstrated (Brulé et al., 2014).  

To verify this assumption, recruitment of β-arrestin-2 to the receptors was assessed by an 

increase in the BRET signal in HEK cells transiently expressing UT-P2.58 and ∆UT-P2.59 
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fused to their C-terminal to YFP, and β-arrestin-2 fused to R-Luc. Following UII application, 

β-arrestin-2 was recruited by the UT-P2.58 after stimulation (Fig. 6E). However, in the same 

conditions, the ∆UT-P2.58A and the ∆UT-P2.59 failed to interact with β-arrestin-2 (Fig. 6E) 

indicating that the proline in TM2 of chemotactic receptors plays a major role in the 

recruitment of β-arrestin-2. Together, it can be proposed that the Pro position in 2.58 in the 

prototypic chemotactic UT is involved in the regulation of the wave of plasma membrane 

distribution of the receptor, the cycle of adhesion assembly and disassembly during the time 

of ligand-exposure.  

In order to verify whether the receptors exhibiting the Pro in P2.59 may act differently on 

this complex regulation system, similar experiments were conducted with the PEP receptor 

Kiss1R prototype. Kiss1R-P2.59 cells exposed to KP-10 during 5 to 60 min, evoked a first 

peak of adhesion point (190.6±16.4%, 5 min) followed by a relative stabilized higher level of 

FAs as illustrated in the imaging panel (Fig. 7A, red) and on quantification histograms (Fig. 

7B). Again, as already detected in the Figure 5C, the ∆Kiss1R-P2.58 when activated, 

provoked a decreased number of the total FAs/cell area (Fig. 7B). These two types of 

adhesive-mediating effects were accompanied by an increase of the area of the FAs 

suggestive of initiation of maturation with size > 0.1 µm2 markedly increased and remained 

constant during the treatment period (60 min) (Fig. 7C). In ∆Kiss1R-P2.58 cells, a tendency 

to a slight and transitory size enhancement can be detected (Fig. 7C), suggesting a potential 

delayed adhesion capability (Fig. 7C). The localization of the ∆Kiss1R-P2.58 likely at the 

plasma membrane during all the treatment period strongly indicates alteration in the mutant 

trafficking and thus a clear connection between receptor activated-state at the membrane 

surface and adhesion FA areas. We also evaluated the level of endocytosed/internalized wild-

type and mutant Kiss1R receptors in HEK293 cells in non-treated and 60-min-treated 

conditions. In the absence of receptor activation, it was already observed among the total of 

cells evaluated, more than 50% exhibiting a clear internalized phenotype (intracellular and 

membrane and intracellular labellings). After treatment (KP-10), a net increase of the 

distribution of the Kiss1R-P2.59 at the plasma membrane after 5 min, and a return to the 

cytosolic distribution similar to control occurred until 20 min (Fig. 7D). Then a marked 

internalized profile of the receptor after 60 min of homogenous exposure to KP-10 (Fig. 7D) 

was shown, suggesting a relative resistance to ligand-induced internalization until more than 

1h continuous activation. In cells expressing ∆Kiss1R-P2.58, almost all receptors were 

expressed at the plasma membrane in control and treated conditions, except at 20 and 60 min 

post-treatment showing endocytosed receptors in 30% and 82.1% of cells (Fig. 7D). 
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According to this observation, our preliminary experiment failed to demonstrate the 

interaction of β-Arrestin 2 of the wild-type Kiss1R-P2.59 but also of the ∆Kiss1R-P2.59A and 

Kiss1R-P2.58 after 15 min stimulation with KP-10, even if we may expect a slight tendency 

whatever the condition, needing to be confirmed (Fig. 7E). Thus, we propose that even if the 

∆Kiss1R-P2.58 would have probably lost its Gq couplings and traffic regulation, it seems that 

a faint competence has been obtained leading to a rebound in adhesion number, FA size, and 

in endocytosis at 20 min, suggesting a functional activity acquisition due to the P2.58 

positioning.  

We then aimed at determining the potential link between this cycle of receptor endocytosis 

and cell migration/motility. Indeed, extensive experimental evidence of lamellipodia are the 

site of protrusion (Pollard and Borisy, 2003), and formation for most cell-matrix adhesions 

(Webb et al., 2002) where integrin binding to extracellular matrix proteins and subsequent 

clustering leads to the formation of nascent focal complexes. To discriminate random type 

motility or chemokinesis mediated by the Kiss1R-P2.59 from chemotaxis mediated by the 

UT-P2.58, we evaluated the number of cell lamellipodia during the course of the treatments of 

cells expressing P2.58 and P2.59 receptors. At basal condition (non-treated), cells expressing 

UT-P2.58 and ∆UT-P2.59 receptors exhibited zero or one lamellipodia at 98% and 80%, 

respectively (Fig. 8A and B). During the course of the treatment with UII, the proportion of 

cells with one lamellipodia increased and stabilized until 60 min, while those with two 

lamellipodia transiently rose until 10 min, and then decreased reaching control values for UT-

P2.58 (Fig. 8A). For ∆UT-P2.59, the number of cells with more than 2 lamellipodia 

progressively increased during the treatment when the number of cells with only one 

lamellipodia was depressed after 15 min stimulation. The regression of the probability to 

display more than two lamellipodia appeared concomitant to resensitization of the receptor at 

the plasma membrane, while specific of P2.58 receptors (Fig. 8A and B). In cells expressing 

Kiss1R-P2.59, KP-10 evoked a stimulation of the proportion of cells with more than 2 

lamellipodia from 39% (control) to 69.2% (5 min) and maintained until 20 min (70%) at the 

expense of 0 or 1 lamellipodia-containing cells (Fig. 8C and D). Of note, when receptors 

internalized at 60 min, cells appeared to express only one lamellipodia (Fig. 8D). Again, in 

∆Kiss1R-P2.58 cells, no important reactivity was observed, except, the tendency to emit one 

lamellipodia, concomitantly to the disappearance of the receptors from the plasma membrane 

at 20 min of treatment (Fig. 8D).  

Thus, the specificity of the temporal regulation of receptor trafficking and adhesion 

assembly and disassembly leading to the selection of one lamellipodia at the expense of more 



Résultats 

 - 129 - 
Jane-Eileen Joubert 

than one, belongs to the P2.58 receptors likely allowing directional cell migration. The 

absence of regulation of FA degradation associated with no controlled desensitization/re-

sensitization of P2.59 receptors, allow random motility via the development of a number of 

lamellipodia per cells. 
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Discussion 

A large family of GPCRs shows the ability to detect variable small peptides or 

chemokine to direct chemotactic cell migration. One of the current goal is to understand how 

GPCR machinery may sense gradients of molecular ligands to couple Gαβγ proteins and 

control, in a spatiotemporal way, signaling events leading to chemotaxis. We address the issue 

of the role of chemoattractant receptors under an evolutionary angle. Indeed, it is here 

postulated that the ancestral deletion in TM2 of G0 receptor family including the PEP 

(Kiss1R-P2.59) subclass exhibiting for a majority a P2.59 (Fig. 1A), likely yields a P2.58 in 

receptors of G1 group with SO (UT), CHEM (CXCR4) or PUR (Fig. 1A). Based on an 

original method of receptor classification, detailed analysis of helical distortions and 

crystallographic structures of Rhodopsine GPCRs confirming a kink structure of TM2 in 

P2.58 receptors (Fig. 1B), we intend to provide new insights into chemotactic receptors and a 

better understanding of their activation mechanism. Engineering the P2.50 prototype Kiss1R 

and the two P2.58 UT and CXCR4 prototypes by single mutation of Pro to Ala or 

insertion/deletion to reposition the Pro, was performed to gain information on the receptor 

folding, binding properties, couplings and involvement in migration/adhesion. Our work 

highlights the major role in PEP, SO and CHEM GPCRs of the proline in TM2, in activation 

and G protein couplings, and the key impact of its repositioning from P2.58 to P2.59 

regulating spatiotemporally cell surface receptor availability and adhesion/deadhesion 

properties, likely responsible for a switch, i.e. chemotactic behaviour to chemokinesis random 

migratory properties. 

 

Specific signallings of the chemotactic UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 compared with the 

peptide receptor Kiss1R-P2.59  

We demonstrate that activation of UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 expressed in HEK293 

cells by UII and SDF-1α, respectively, induces various couplings to different signaling 

pathways. For the UII/UT-P2.58 system, we observe normal traffic to the plasma membrane, 

recruitment of Gq, c[Ca2+] and polyphosphoinositid mobilization, Gi1 and Goa, and β-Arrestin-

2 and downstream events, including a potential Gα13 activation, two phases of ERK activation 

and two phases of endocytic/internalization processes. These data are in agreement with the 

previous studies demonstrated UT-P2.58 receptor direct couplings to Gq, Gi1, GoA, G13 

proteins and β-Arrestin 1 and 2, and the downstream events ERK1/2 (Brulé et al., 2014) or 

indirect signaling via Gq/11 and Gi/o proteins (Tzanidis et al., 2003; Jarry et al., 2010), protein 

kinase C, P38, MAPK, ERK1/2 and Rho/ROCK cascades (Rossowski et al., 2002; Grieco et 
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al., 2011; Lecointre et al., 2015). However, for the SDF-1/CXCR4 system, it is rather shown 

the non-coupling to Gq and the absence of stimulation of c[Ca2+] and IP1 production, while 

couplings to Gi1 and GoA proteins, recruitment of β-Arrestin 2 but also cyclic control of cell 

surface expression during activation, and concomitant adhesion disassembly. These 

observations indicate that in HEK293 cells expressing human recombinant receptors, 

common couplings/functions can be found between CXCR4-P2.58 and UT-P2.58. Indeed a 

number of studies previously demonstrating that several CXCR4-mediated effects are relayed 

by Gαi and Gβγ proteins as well as β-Arrestin 2 (Busillo and Benovic, 2007), or GRKs (Busillo 

et al., 2010) inducing uncoupling from G protein and receptor recycling or internalization 

(Pozzobon et al., 2016). However, our CXCR4-P2.58 signaling studies otherwise stress 

distinct properties than UT-P2.58, as exemplified by the absence of specific Gq/Ca2+/PLC 

pathway. This aspect appears to be in controversy with the previous studies, demonstrating 

that Gβγ dimer would trigger PLC-β activation, hydrolysis of phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate (PIP2) into inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and then IP3 production leading to 

Ca2+ mobilization (Mellado et al., 2001; Rubin, 2009). But clearly, there is still much to know 

about how specific G protein composition contributes to cell-specific responses to SDF-1α. 

Here, we do not detect Gq as well as Ca2+ couplings, this may be explained by i) a potential 

activation involving sequential Gi-Gq effects, as for the adrenergic receptor where initial 

Gs/cAMP/PKA activity mediates receptor phosphorylation leading to a switch towards Gi 

(Daaka et al., 1997), and/or ii) the potential co-expression/heterodimerization with other 

receptors blocking or favoring the SDF-1α-induced c[Ca2+] increase, as reported for the 

CXCR4-CXCR7 (Levoye et al., 2009) and the CXCR4-CCR5 heterodimers (Contento et al., 

2008). Thus, even if the Gio and β-Arrestin 2 couplings of CXCR4 appears compatible with 

the well-known mechanisms described in the literature (Pozzobon et al., 2016), we chose here 

the UII/UT system as a good candidate/prototype for P2.58 receptor-mediating signaling 

pathways for chemotaxis. As comparison, we made the option to work on the Kiss1R-P2.59 

receptor for comparison with UT and CXCR4. Our work, clearly demonstrate the Kiss1R-

P2.59-Gαq coupling, PIP metabolism and c[Ca2+] mobilization, but also the ras-ERK1/2 

pathway. In contrast, Kiss1R failed to recruit Gi1 and GoA, and also, in our study, β-arrestin 2 

in HEK293 cells. These are, globally, in total agreement the classically established 

Gq/PLC/Ca2+/PKC couplings, and ERK1/2 activation (Cvetkovic et al., 2013; Castano et al., 

2009). Concerning the difficulty here to measure β-arrestin 2 coupling to the Kiss1R-P2.59, 

associated to the very surprising inability to bind the KP-10 in our HTRF technological 

strategy can be explained by the constitutive associated GRK2 and/or β-Arrestin 1 and 2 to 
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the receptor, and the potential constitutive G protein-uncoupled Kiss1R-β-arrestin dependent 

internalization (Pampillo et al., 2009). Accordingly, recent studies proposed that the bulk of 

internalized Kiss1R is rapidly recycled back to the cell surface with little being targeted for 

degradation (Bianco et al., 2011). Thus, Kiss1R-P2.59 may be dynamically recycled 

providing a constant amount of binding and signaling of Kiss1R upon KP-10 stimulation 

(Bianco et al. 2011). Collectively, our data establish similarities and differences in the 

signaling pathways activated by P2.58 and P2.59 receptors, strengthening the central node of 

the Gαiβγ and β-Arrestin 2 in P2.58 receptors, in the absence of the evaluation here of the 

Gα12/α13 protein couplings. Thus, the question on how these P2.58 receptors control 

specifically chemotaxis instead of their slight differences, remains to be clarified. 

 

Events shared by chemotactic UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 to allow cell chemotaxis 

versus chemokinesis 

Chemoattractant GPCRs such as CXCRs, formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), C5a, AT-1 or 

leukotriene B4, from a subfamily that all couple a PTX-sensitive cAMP-inhibitory Gαi protein, 

induce directed cell migration. Here, we confirmed the pleiotropic activity of UT-P2.58, 

recently associated with a major role in cell migration and survival (Brulé et al., 2014, Grieco 

et al., 2011). More specifically, we previously demonstrated in glioma cells, that a gradient 

concentration of UII induces a G13/Rho/ROCK cascade in the one hand, and a Gi/o/PI3K 

pathway in another hand, mediating chemotactic migration (Lecointre et al., 2015). These 

findings were highly consistent with the previously proposed multiple coupling to 

Gα13/ROCK and Gαi/o/PI3K cascades displayed by the professional chemotactic CXCR4 (Tan 

et al., 2006; Rubin, 2009). In contrast, activation of Kiss1R-P2.59 was almost systematically 

described as a metastasis suppressing factors in melanoma, breast cancer (Lee et al., 1996; 

Lee and Welch, 1997) or ovarian carcinoma cells (Jiang et al., 2005). For instance, activation 

of Kiss1R-P2.59 by KP leads to Gq coupling and subsequent inhibition/modification of cell 

migration and invasion (Li et al., 2012; Navenot et al., 2009).  

In the present study, we tested the effect of UII and SDF-1 or KP-10 at activating UT-

P2.58, CXCR4-P2.58 or KISS1R-P2.59 in their ability to induce chemotaxis and/or 

chemokinesis of recombinant HEK cells. In the boyden chamber assay, UII and SDF-1 

mediate chemotactic migration whereas KP-10 rather induces chemokinesis, being able to 

relay motility even in the presence of homogenous concentrations. It shows for the first time 

the difference between P2.58 receptors, mediating polarized cell migration involving adhesion 

to the matrix component, and a P2.59 receptor stimulating motility even in homogenous 
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concentrations of ligands, suggesting less controlled adhesive properties. Thus, this key aspect 

may constitute part of the old-age question on how receptor homogenously distributed at the 

plasma membrane may regulate polarization of the cells and the moving in one direction. It 

means that signaling molecules involved in cytoskeleton reorganization must be temporally 

regulated and spatially controlled. Among these proteins, those forming nascent adhesions 

and mature FAs were recently described as signaling hubs for chemotaxis (Case et al., 2015). 

As attended for chemotactic receptors, we measured increased adhesion of cells after 15 min 

incubation of cells expressing UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 (and not 30 min, not shown) with 

UII and SDF-1α, and in the case of UT, the activation of the P-paxillin and the number of 

FAs, and then recruitment of β1 integrins associated with a tendency to stimulate FAK. In 

contrast, even if Kiss1R-P2.59 also increased the number of FAs, cells did not show clear 

adhesion at 15 min, and neither factors involved in the formation of FAs were seen to be 

specifically involved, suggesting that some adhesion points can be constitutively formed to 

allow motility, but that Kiss1R-P.59 mainly favors traction forces. 

Our preliminary experiments suggest that the directional migration evoked by UT-P2.58 

required directly or indirectly Gα13 and not Gαq activation whereas cell motility resulting from 

the Kiss1R-P2.59 is totally dependent on Gαq protein. This original observation can be 

implemented by the previous data indicating that the P2.58 receptors PAR-2 and AT-1, 

known to be also coupled to Gαq, would mediate chemotaxis independent of Gq proteins, and 

in the case of PAR-2, receptor-induced chemotaxis may even be antagonized by Gq (DeFea, 

2007). Indeed, chemotaxis mediated by these two receptors has been shown to involve β-

Arrestins (Hunton et al., 2005; Ge et al., 2004). According to this, UT-P2.58 and CXCR4-

P2.58 were able to recruit β-Arrestin 2 and also, their endocytic/internalized behavior was 

shown to be regulated in two phase manner, a short-term disappearance from the cell surface, 

followed by a transitory return to the plasma membrane, an then a new phase of endocytosis, 

under continuous ligand activation at low desensitized concentrations (10-9 M). This is 

probably connected to the previous studies showing that desensitization and recycling of 

chemotactic receptors are essential for maintening polarity, and that β-arrestins may serve as a 

scaffold for proteins involved in cytoskeleton reorganization (Caterina et al., 1995; Xiao et 

al., 1997). In our study, few minutes following the activation of UT-P2.58, less receptors are 

detected at the plasma membrane, associated with diminished number but increased size of 

FA, and a second transient phase then consists in recycling of UT-P2.58 (15 min) to the 

plasma membrane, concomitant with the increased number of FAs, and the enhancement of 

the nascent adhesions. In addition, in the meantime, cells likely suppress lamellipodia to allow 
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a majority of cells with one lamellipodia, important for cell polarization. Even if we need to 

perform addition experiments, we expect that the second phase of ERK1/2, previously 

described in the paper of Brulé et al. (2014) and confirmed here, is tightly connected with this 

transient cycle of cell adhesion allowing chemotactic migration. Accordingly, cell migration 

was previously shown to be governed by succession of adhesion and de-adhesion steps and a 

balance with this two processes is required for an optimal cell movement (Hautaniemi et al., 

2005).  

During 60 min of Kiss1R-P2.59 ligand exposure, increased number of FAs without phasic 

regulation of the expression of the receptor at the plasma membrane, associated with the 

cyclic reduction of FAs area and synthesis of nascent focal complexes, would favor 

chemokinesis. Also, cells exhibit more than one lamellipodia during receptor activation, 

suggesting that cells would be more prone to move randomly, with less efficiency in term of 

directionality. Together, by comparing our data on P2.58 and P.59 receptors, a dynamic wave 

involving connection between receptor desensitization and resensitization, increased FAs size 

(suggestive of maturation) and neo-formation of tight adhesions, associated with selection of 

the number of lamellipodia, strongly support the definition of cell chemotaxis. This synthesis 

has to bring closer to recent publications demonstrating that i) β-arrestin 2 facilitates recycling 

of δ-opioid receptor (δ-OR) after binding to low internalizing agonist potentially involving 

Giβγ proteins (Audet et al., 2012; Pradan et al., 2016), ii) FA turnover at the leading edge of 

migrating cells may involve inhibition of autophagy leading to absence of degradation of 

phosphorylated FA proteins (Kenific et al., 2016), and iii) activated ERK1/2 at the plasma 

membrane may facilitate binding of mcalpains to PIP2, and therefore its localization at the 

rear plasma membrane, being centrally involved in directional cell migration (Shao et al., 

2006; Leloup et al., 2010). Considering that our recent original study established that UT-

P2.58 and CXCR4-P.2.58 stimulate mcalpain activity and inhibit autophagy, to favor 

chemotactic migration (Coly et al., 2016), we proposed the following model for the number 

of chemotactic P2.58 GPCRs: Low desensitizing agonist of receptor likely evokes Gαi/βγ 

protein activation, as well as Gα13, leading to a diminished cAMP and PKA activity, as well as 

ERK1/2 activation, responsible for a first wave of activation important for adhesion at the 

leading edge and membrane ruffling, followed by binding of β-Arrestin 2, recycling of the 

receptor to the plasma membrane, initiation of reactivation of ERK1/2 combined with the 

concomitantly inhibited state of PKA, may lead to mcalpain-activation at rear or side edge of 

cells, may favor local FA disassembly, elimination of proximal protrusion to direct polarized 

migration (Fig. 9). Of course, additional mechanisms such as FAK signaling (Webb et al., 
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2004) are also implicated in FA disassembly. The random motility stimulated by Kiss1R-

P2.59, that can be related to the KP-induced morphological changes of cells previously 

described (Navenot et al., 2009), is shown to be dependent on Gq signaling cascade, likely 

favoring adhesion and migration. We propose that it may involve Rho A and Rac-dependent 

cell contraction (Katoh et al., 1998; Chikumi et al., 2002; Vogt et al., 2003) and migration. In 

the context of Rac and downstream effectors, being involved in collective behavior of 

multiple self-organizing waves, we hypothesize that Kiss1R-P2.59 receptors as other 

members of the same family, would be involved in “pushing” such endogenous dynamic. 

 

Impact of the mutation of the proline or insertion/deletion in activation of P2.58 and 

P2.59 receptors 

Based on the hypothetical scheme important to better understand the subtle differences 

between sensing a gradient and moving towards the good direction (chemotaxis), or 

accelerating movements in a random way (chemokinesis), we here aimed to decipher whether 

the P2.58 would allow a high sensitivity to changes in ligand concentration and/or accompany 

the cycle of desensitization/resensitization essential for directional migration. Indeed, P2.58A 

or P2.59A mutations, but also originally, insertion and deletion to reposition the Pro from 

2.58 to 2.59 in UT and CXCR4) and P2.59 to P2.58 in Kiss1R have been conducted. These 

mutants were correctly folded at the plasma membrane likely allowing binding, more 

particularly for the ∆Kiss1R-P2.58, suggesting that this proline in PEP, SO and CHEM 

receptors is not essential for reticulum sorting or membrane expression. It is interesting to 

note that P2.58 mutations into P2.59 impact while maintaining, binding of SDF-1α whereas 

P2.59 mutants exhibited a large increased conformational change during agonist binding. 

Accordingly, mutation of the Pro to Ala in the TXP motif into CCR5 decreased ligand 

binding and signaling (Arias et al., 2003) while into the AT-1, it does not result in diminish 

affinity for the agonist, but clear decrease in signaling transduction (Reis et al., 2007). This is 

closed to our results demonstrating that ∆UT-P2.58A/P2.59 and ∆CXCR4-P2.58A/P2.59 

mutant receptors completely lost direct Gi and Go couplings, while the affinity for the direct 

Gq coupling is clearly shifted but conserved, and then Gα13 activation would have been also 

lost, suggesting a strong importance of this proline for the Gi/o as well as G13 but also Gq 

protein couplings. However, It is interesting to observe that IP1 production remains to be 

detected for UT receptor mutants allowing Gq-dependent motile behavior. When the Pro is 

mutated or repositioned in ∆Kiss1R-P2.59A and ∆Kiss1R-P2.58, direct Gq coupling is almost 

abolished, a coupling that appears involved in the motile behavior of Kiss1R-P2.59. Together, 
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we can say that P2.58 and P2.59 positions mediate receptor activation and are important for 

the specific Gi/o couplings in P2.58 receptors, or for Gq recruitment in P2.59 receptors. In 

addition, we also demonstrated for the first time that P2-58-induced recruitment of β-Arrestin 

2 was abolished in the ∆P2.59 mutants, in the same way than for the wild-type Kiss1R-P2.59 

receptor. This last aspect remains to be clarified, and also may be specific to Kiss1R since β-

Arrestin 2 has been shown to be recruited by a number of G0 receptor family (Ren et al., 

2005).  

The choice of the Kiss1R as prototype of P2.59 (PEP) and UT (SO) and CXCR4 (CHEM) 

as prototype of P2.58 receptors, enabled UT to have an optimal position, likely having 

conserved the Gq coupling for its ancestral KISS receptor family, and acquired specific Gi/o 

couplings (and others, Gα13) to mediate chemotactic behavior. Thus, this is probably the 

reason why the ∆UT-P2.59 mutant, even if it not reproduces the behavior of the Kiss1R-P2.59 

because of the key role of the Pro in TM2, at least in part mimics some Kiss1R-mediating 

activities. It relies on conserved Gq-mediating cell motility, loss of cell adhesion properties, 

and cyclic resentization of the receptor to the plasma membrane important for FA deassembly 

and selection of lammellipodia. Reversely, we were less successful with the ∆Kiss1R-P2.58 

mutant because it did not acquire a detectable Gαi/o coupling, lost Gq coupling (even if IP1 

metabolism can be detected), nevertheless, exhibited tight ability to show an onset of 

regulated adhesion properties, with a reduced number of lamellipodia associated with ERK1/2 

activation and receptor endocytosis in a G-protein independent way. This hypothesis is also 

supported by the works establishing that different signaling pathways can be decoupled (Liu 

et al., 2012). At this stage, we think that it will be very important to test the potential β-

Arrestin 2 acquired coupling during the kinetic of activation of the ∆Kiss1R-P2.58 because 

previous studies demonstrated that β-Arrestin 2-deficient leucocytes were impaired in 

chemotaxis evoked by AT-1- and PAR-2-Gαq receptors (Hunton et al., 2005; Ge et al., 2004).  

In summary, we propose that the P2.58 repositioning in Rhodopsine Class family GPCRs 

allow, first, a propensity to be engage with β-arrestin 2, and for low desensitized ligand 

concentration, to strengthen the engagement between P2.58 receptor and β-arrestin 2, at the 

cells membrane then encouraging receptor resensitizaton. This mechanism, again would allow 

sequestration for instance of ERK1/2 at the plasma membrane with other potential partners 

(See for review DeFea, 2007), important for localized adhesion or deadhesion and chemotaxic 

behavior. However, the acquisition of the Gi/o coupling would be more complex and probably 

involved during evolutionary processes, over correlated mutations.  
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Potential receptor conformational changes leading to acquisition of the β-Arrestin 2 

resensitizing phenotype of P2.58 receptors? 

In the absence of any molecular modeling of the wild-type Kiss1R-P2.59 or UT-P2.58 or 

CXCR4-P2.58 versus the insertion/deletion respective mutants, we tentatively make a 

proposition concerning structural aspects of the role of the proline in P2.59 or P2.58 in TM2 

of G0 and G1 receptor groups (Devillé et al., 2009). Modeling and crystallographic studies 

led to the establishment that the unusual proline pattern in TM2 (P2.58, P.2.59 or P2.60) or 

even no proline, led to a distortion, either resulting in a bulge (P2.59) or a kink (P2.58) 

structure (Cherezov et al., 2007; Rassmussen et al., 2007; Warne et al., 2008; Wu et al., 2010; 

Devillé et al., 2009; Fenalti et al., 2014). The helical distortions may play a major role in the 

overall fold of GPCRs. In fact most GPCRs possess α-Bulges in TM2 and TM5 (Rey et al., 

2010; Cartailler et al., 2004), probably also observable in most other GPCR helices (Van der 

Kant and Vriend, 2014). These bulges appear to be a prominent feature of GPCRs, and thus 

the presence or absence of this bulge, may be directly linked to a specific activation process. 

In our study, modelizing of localized proline in TM2, confirmed a bulge structure in the wild-

type Kiss1R-P2.59 and the mutant ∆UT-P2.59 and ∆CXCR4-P2.59, and a kink structure of 

the wild-type UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 as well as the mutant ∆Kiss1R-P.58 receptors, 

suggesting that our interpretation on the ability of P2.59 to lose a specific-β-arrestin (and also 

Gi/o) coupling, would be attributed to the kink structure of TM2. 

Ultimately, ligand binding features (low gradient or highly desensitizing concentrations) 

occurring in P2.58 receptors can mediate differential signaling events and cell activities, 

likely resembling to biased behavior. Analysis of active and inactive crystal structures, has led 

to the proposal of common activation mechanisms for Rhodopsine class GPCRs which stress 

the central hydrophobic core (Tehan et al., 2014) or TM3 as a central hub in the core (Dalton 

et al., 2015). However Activation of either G protein or β-arrestin signaling pathway has been 

shown to result from different conformational changes of receptors, but appears to be in 

general, a relatively conserved mechanism between, for instance, P2.59 and P2.58 GPCRs. It 

is proposed that G protein coupling involves a conformational switch of two interacting side 

chains (Valentin-Hansen et al., 2012) leading to straightening of TM3, kinking of TM6 and 

opening of the G protein binding site at the intracellular surface of the receptor (Tautermann 

et al., 2014), whereas β-Arrestin 2 recruitment may implicate the TM1-TM2 and TM7-water 

network and Na+ binding. Comparing the crystal structure of the muscarinic receptor M2R 

(G0 group, Fig. 1A) and the δOR (SO, Fig. 1A), the internal water network, connecting the 

ligand binding site to the intracellular interface, and the Na+ binding site, involving the well-
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known motif NPXXY motif on TM7, the WXP motif on TM6 and also importantly, the N2.50 

motif on TM2, are conserved (Gutierrez-de-Teran, et al., 2013). Negative allosteric effects of 

Na+ on ligand binding and stability has been already shown in α-adrenergic receptor (G0 

group) (Goblyos and Ijzerman, 2010; Parker et al., 2008; Magnani et al., 2008). Thus, the 

mechanism distinguishing P2.58 from P2.59 receptors, in their specific potential propensity to 

be couple to β-arrestins in a certain manner, may be rather subtle variations in hydrogen 

bonding engaged with and surrounding Na+ between notably N2.50 (TM2) and S3.39 (TM3). 

In δOR, Na+ is also coordinated by the non-conserved N3.35 side chain that when mutated, 

evoked a constitutive selective activity toward β-arrestin 2 (Fenalti et al., 2014). We can 

propose that the polar residues (as N but also T or G) at the 3.35, conserved in opioid-, PAR1-

, CXCR4- but also UT-type P2.58 receptors, may constitute a key specific feature allowing 

high sensitivity for ligand binding and β-arrestin 2 coupling mediating signaling events. In 

P2.59 or P2.60 receptors including KISS1R, we follow the previously proposed mechanism 

suggesting that high affinity binding and the presence of Na+ are indeed mutually exclusive, 

consistent with the observed negative allosteric effects of Na+ on binding of agonist of this 

GPCR group family (Parker et al., 2008). 

In conclusion, our work led to a general view on evolutionary related Rhodopsin class 

GPCRs resulting from deletion in TM2, splitting P2.58 (UT or CXCR4) receptors from 

peptide receptors (Kiss1R) which possess for some a P2.59. We propose that the kink 

structure of TM2 of the SO, CHEM and potentially PUR family GPCRs, favors specific 

competence acquisition at least residing in high ligand sensitivity, β-arrestin 2 coupling in 

receptor-bound state, desensitization/resensitization of receptor leading to 

assembly/disassembly of FA to mediate chemotactic cell migration. This specific behavior 

would finely introduce a break in cell signaling waves occurring during cell migration. 
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Table 1: Oligonucleotides and enzymes used for subcloning of Kiss1R-P2.59 and 

∆Kiss1R-P2.59A or ∆Kiss1R-P2.58 mutants. 

 

Table 2: Oligonucleotides and enzymes used for subcloning of UT-P2.58 and ∆UT-

P2.58A or ∆UT-P2.59 mutants. 

 

 

cDNA Subcloning Primers Enzymes
forward : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGCTCGAGTCAGAGAGGGGCGTTGTCCT

forward : ATCGGATATCATGCACACCGTGGCTACGTCCGG

reverse : ATGCTCTAGAATCAGAGAGGGGCGTTGTCCTCCC

forward : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGGGATCCCGAGAGGGGCGTTGTCCTCCC

forward : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGGGATCCCCGAGAGGGGCGTTGTCCTCC

forward : ATCGGATATCATGCACACCGTGGCTACGTCCGG

reverse : ATGCTCTAGAATCAGAGAGGGGCGTTGTCCTCCC

forward  : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGGGATCCCGAGAGGGGCGTTGTCCTCCC

forward : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGGGATCCCCGAGAGGGGCGTTGTCCTCC

forward : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGCTCGAGTCAGAGAGGGGCGTTGTCCT

forward : ATCGGATATCATGCACACCGTGGCTACGTCCGG

reverse : ATGCTCTAGAATCAGAGAGGGGCGTTGTCCTCCC

forward  : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGGGATCCCGAGAGGGGCGTTGTCCTCCC

forward : ATCGGAATTCATGCACACCGTGGCTACGTCC

reverse : ATCGGGATCCCCGAGAGGGGCGTTGTCCTCC

∆Kiss1ReGFP-P2.59A pEGFP-N2 EcoRI/BamHI

Kiss1ReYFP-P2.59 pEYFP-N1 EcoRI/BamHI

∆Kiss1ReYFP-P2.58 pEYFP-N1 EcoRI/BamHI

∆Kiss1RST-P2.59A

∆Kiss1ReYFP-P2.59A

EcoRI/XhoI

EcoRV/XbaI

EcoRI/BamHI

EcoRV/XbaI

EcoRI/BamHI

EcoRI/XhoI

EcoRV/XbaI

EcoRI/BamHI

Kiss1RMy c-P2.59

Kiss1RST-P2.59

Kiss1ReGFP-P2.59

∆Kiss1RST-P2.58

∆Kiss1ReGFP-P2.58

∆Kiss1RMy c-P2.59A

ST-pRK5

pEYFP-N1

pCMV-Myc

ST-pRK5

pEGFP-N2

ST-pRK5

pEGFP-N2

pCMV-Myc

cDNA Subcloning Primers Enzymes
forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : AAACTCGAGTCACGCCGGGGCCCTGGG

forward : ATGCACGCGTATGGCGCTGACCCCCGAGTCCC

reverse : ATGCTCTAGAATCACGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : ATCGGGATCCCCGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : ATCGGGATCCCCCGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCACGCGTATGGCGCTGACCCCCGAGTCCC

reverse : ATGCTCTAGAATCACGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : ATCGGGATCCCCGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : ATCGGGATCCCCCGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : AAACTCGAGTCACGCCGGGGCCCTGGG

forward : ATGCACGCGTATGGCGCTGACCCCCGAGTCCC

reverse : ATGCTCTAGAATCACGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : ATCGGGATCCCCGCCGGGGCCCTGGGACC

forward : ATGCGAATTCGGATGGCGCTCACCCCCGAGT

reverse : ATCGGGATCCCCCGCCGGGGCCCTGGGACC

∆UTeYFP-P2.59

∆UTMy c-P2.58A

pEGFP-N2

pEYFP-N1

ST-pRK5

pEGFP-N2

pEYFP-N1

∆UTST-P2.58A

∆UTeGFP-P2.58A

ST-pRK5

∆UTeYFP-P2.58A

pCMV-Myc

ST-pRK5

pEGFP-N2

pEYFP-N1 EcoRI/BamHI

UTST-P2.58

EcoRI/BamHI

UTMy c-P2.58 pCMV-Myc

UTeGFP-P2.58

UTeYFP-P2.58

∆UTST-P2.59

∆UTeGFP-P2.59

EcoRI/XhoI

MluI/XbaI

EcoRI/BamHI

MluI/XbaI

EcoRI/BamHI

EcoRI/XhoI

EcoRI/XhoI

MluI/XbaI

EcoRI/BamHI
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Table 3: Oligonucleotides and enzymes used for subcloning of CXCR4-P2.58 and 

CXCR4-P2.58A or ∆CXCR4-P2.59 mutants. 

 

 

Table 4: Antibodies used for cell-based ELISA assay.  

 

 

cDNA Subcloning Primers Enzymes
forward : ATCGGAATTCCATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGCTCGAGTTAGCTGGAGTGAAAACTTGAAGAC

forward : ATGCACGCGTATGGAGGGGATCAGTATATACAC

reverse : ATGCTCTAGAATTAGCTGGAGTGAAAACTTGAAGA

forward : ATCGGAATTCTTATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGGGTACCCGCTGGAGTGAAA

forward : ATCGGAATTCTTATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGGGTACCCCGCTGGAGTGAAAACTTGAAGACTC

forward : ATGCACGCGTATGGAGGGGATCAGTATATACAC

reverse : ATGCTCTAGAATTAGCTGGAGTGAAAACTTGAAGA

forward : ATCGGAATTCTTATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGGGTACCCGCTGGAGTGAAA

forward : ATCGGAATTCTTATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGGGTACCCCGCTGGAGTGAAAACTTGAAGACTC

forward : ATCGGAATTCCATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGCTCGAGTTAGCTGGAGTGAAAACTTGAAGAC

forward : ATGCACGCGTATGGAGGGGATCAGTATATACAC

reverse : ATGCTCTAGAATTAGCTGGAGTGAAAACTTGAAGA

forward : ATCGGAATTCTTATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGGGTACCCGCTGGAGTGAAA

forward : ATCGGAATTCTTATGGAGGGGATCAGTATATACACTT

reverse : ATCGGGTACCCCGCTGGAGTGAAAACTTGAAGACTC

EcoRI/KpnI

∆CXCR4eGFP-P2.58A pEGFP-N2 EcoRI/KpnI

EcoRI/KpnI

EcoRI/XhoI

MluI/XbaI

∆CXCR4eYFP-P2.59 pEYFP-N1

CXCR4eYFP-P2.58 pEYFP-N1

ST-pRK5

pEGFP-N2

CXCR4My c-P2.58

CXCR4ST-P2.58

CXCR4eGFP-P2.58

∆CXCR4ST-P2.59

∆CXCR4eGFP-P2.59

EcoRI/KpnI

EcoRI/XhoI

MluI/XbaI

EcoRI/KpnI

MluI/XbaI

EcoRI/KpnI

pCMV-Myc

ST-pRK5

pEGFP-N2

∆CXCR4My c-P2.58A

∆CXCR4ST-P2.58A

∆CXCR4eYFP-P2.58A

pCMV-Myc

ST-pRK5

pEYFP-N1

primary antibody reference secondary antibody reference

c-Myc antibody Santa cruz (sc-40) goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz (sc-2005)

FAK antibody Santa cruz (sc-558) goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz (sc-2004)

p-FAK antibody (Tyr576/577) Santa cruz (sc-21831) rabbit anti-goat IgG-HRP Santa cruz (sc-2768)

anti-Paxillin antibody Millipore (05-417) goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz (sc-2005)

anti-Paxillin (phospho Y31) Abcam (ab32115) goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz (sc-2004)

anti-integrin β1 antibody Millipore (MAB1981) goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz (sc-2005)
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Legend to Figures 

Figure 1: Schematic representation of the different GPCR group families, the TM2 

structure and the strategy for proline mutation or insertion/deletion. (A) (upper panel) 

Sequence alignment of TM2 of Kiss1R-P2.59, UT-P2.58 and CXCR4-P2.58 receptors 

following the sequence numbering system of Ballesteros and Weinstein. The most conserved 

residue of TM2 (aspartate (D) highlighted in orange) is assigned number 50. Proline residues 

of wild-type UT and CXCR4 (red) are in position 58 whereas proline of Kiss1R is in position 

59. (lower panel) Schematic representation of PEP (purple, G0 group), SO (blue), CHEM 

(green) and PUR (brown) clusters (all from G1 group) phylogenetic families. Each receptor 

constituting those clusters are indicated, as well as percentage of the receptors presenting 

proline in P2.58, P2.59, P2.60 or no proline (NoP). Representative receptors, i.e. Kiss1R, UT 

and CXCR4 from PEP, SO and CHEM, respectively are indicated in the corresponding color. 

(B) Cartoon view of CXCR4 (P2.58, left panel) and OX2 (P2.59, right panel) receptors From 

Chabbert et al. (unpublished data). TM2 is slate. The TM2 proline (green) and the preceding 

oxygens (red) are shown as spheres. In CXCR4, P2.58 is close to the carbonyl groups at 

positions -3 and -4 (proline kink). In OX2, P2.59 is close to the carbonyl groups at positions  

-4 and -5 (bulge). (C) Three-dimensional structure by nuclear magnetic resonance and 

modelization (From Milazzo et al., unpublished) and sequences of Kiss1R-P2.59, UT-P2.58 

and CXCR4-P2.58 receptor ligands. Kiss1R-P2.59 receptor may bind Kisspeptins of 54- (KP-

54) or 10 (KP-10) amino acids. Urotensin II (UII), the endogenous ligand of UT-P2.58 is an 

11-amino acid peptide with a disulfure bridge between cysteine 5 and 10. Stromal-derived 

Factor-1α (SDF-1α), a 89-residue peptide with 2 disulfide bridges, binds CXCR4-P2.58 

receptors. Disulfide bridges are highlighted in black. (D) (left panel) Sequence alignment of 

TM2 in wild-type and mutant receptors. Proline residues are in red. Proline in position P2.59 

of ∆Kiss1R-P2.59A receptor was substituted by an alanine (A). Proline in position P2.58 of 

∆UT-P2.58A and ∆CXCR4-P2.58A receptors was replaced by an alanine (A). A deletion of 

the residue C2.56 occurred in ∆Kiss1R-P2.58 receptor. In the contrary, an alanine was 

inserted between the residues in position 55 and 56 in ∆UT-P2.59 and ∆CXCR4-P2.59 

receptors. (right panel) TM2 helix modeling of Kiss1R-P2.59 (light purple), UT-P2.58 (light 

blue), CXCR4-P2.58 (light green) receptors and their respective mutants, ∆Kiss1R-P2.58 

(dark purple), ∆UT-P2.59 (dark blue) and ∆CXCR4-P2.59 (dark green). According to the 

position of the proline P2.58 or P2.59, structure of the helix present a kink or a bulge. 
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Figure 2: Membrane expression and binding of wild-type and mutant Kiss1R, UT 

and CXCR4 receptors. (A) Schematic representation depicting ligand binding and wild-type 

and mutant Kiss1R, UT and CXCR4 receptor trafficking to the plasma membrane. (B) The 

expression of Kiss1R-P2.59, UT-P2.58, CXCR4-P2.58 and their respective mutants on total 

cell (permeabilized) or at the cell surface (non-permeabilized) was assessed by ELISA, 48 

hours after transfection. HEK293 cells were transiently transfected with cDNA encoding 

pCMV-Myc (Mock), Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A, or ∆Kiss1RMyc-P2.58, (left 

panel), pCMV-Myc (Mock), UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-P2.58A, ∆UTMyc-P2.59, (middle panel), 

and pCMV-Myc (Mock), CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A, ∆CXCR4Myc-P2.59, (right 

panel). The wild-type and mutant receptors were significantly expressed at the plasma 

membrane and showed almost similar expression than wild-type corresponding receptors. 

Bioluminescence data are normalized to mock values. Bar graph represents mean ± SEM 

obtained from 3 independent experiments. (C) (left panel) Histograms represent the 

fluorescence corresponding to Tb-labeled cell surface receptors on snap-tagged (ST)-Kiss1R-

P2.59, ∆Kiss1R-P2.59A or ∆Kiss1R-P2.58 or empty vector (Mock) transiently transfected in 

HEK293 cells. For each panel, data are mean ± SEM from 3 independent experiments. 

Saturation binding experiments of KP-10-red was monitored by HTRF. (right panel) 

Histograms represent the fluorescence corresponding to Tb-labeled cell surface receptors on 

snap-tagged (ST) CXCR4-P2.58, ∆CXCR4-P2.58A or ∆CXCR4-P2.59 or empty vector 

(Mock) transiently transfected in HEK293 cells. Saturation binding experiments of SDF-1α-

red was monitored by HTRF. For each panel, data are mean ± SEM from 3 independent 

experiments. 

 

Figure 3: Direct couplings of wild-type and mutant Kiss1R, UT and CXCR4 

receptors. 

(A) Schematic representation depicting the BRET strategy to measure the potential 

receptor G protein couplings. (B) (upper panel) Gq coupling was investigated by BRET 

between Gαq
Venus and γ2

RLuc8, in HEK293 co-expressing Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-

P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58, (left), UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 

(middle), in combination with Gαq
Venus, β2

Flag and γ2
Rluc8 protein subunits in the presence of 

increasing concentrations of the appropriate ligands KP-10 or UII. No significant decreasing 

BRET signal was detected between Gαq
Venus and γ2

RLuc8 in HEK293 expressing CXCR4Myc-

P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A or ∆CXCR4Myc-P2.59 receptors in the absence or presence of 

SDF-1α (10-7 M) (right). Data are mean ± SEM from 3 independent experiments. (middle 
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panel) IP1 production mediated by increasing concentrations of KP-10, and UII and SDF-1α 

(10-7 M) ligands in HEK293 cells expressing Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A or 

∆Kiss1RMyc-P2.58 (left), UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 (middle), 

CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A or ∆CXCR4Myc-P2.59 (right). Data are mean ± SEM 

from 3 independent experiments. (lower panel) Ca2+ responses induced by various 

concentrations of KP-10 (left) or UII (middle) was monitored in HEK293 cells expressing 

Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58 (left) and UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-

P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 (middle). Data are expressed as the mean percentage of the maximal 

response induced by receptors. Mean ± SEM from 3 independent experiments. No significant 

Ca2+ increase was detected in HEK293 expressing CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A or 

∆CXCR4Myc-P2.59 receptors in the absence or presence of SDF-1α (10-7 M) (right). Data are 

mean ± SEM from 1 or 2 independent experiments. (C) Gi and G0 couplings were investigated 

by BRET signal between Gαi1
Rluc8  and γ2

Venus, or Gαoa
 Rluc8 and γ2

Venus in HEK293 co-

expressing Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58, (left), UTMyc-P2.58, 

∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 (middle), CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A or 

∆CXCR4Myc-P2.59 (right) in combination with Gαi1
Rluc8, β2

Flag  and γ2
Venus (upper panel) or 

Gαoa
 Rluc8 , β2

Flag and γ2
Venus (lower panel) protein subunits. No significant reduction of BRET 

signal was detected between Gαi1
Rluc8 and γ2

Venus, or Gαoa
 Rluc8 and γ2

Venus in HEK293 

expressing Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58 receptors in the 

absence or the presence of KP-10 (10-7 M). In HEK293 co-expressing UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-

P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 (middle) and CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A or 

∆CXCR4Myc-P2.59 (right), BRET signal between Gαi1
Rluc8 and γ2

Venus, or Gαoa
 Rluc8 and γ2

Venus 

was monitored in the presence of increasing concentrations of UII or SDF-1α. Data are mean 

± SEM from 3 independent experiments. 

 

Figure 4: Chemotactic or chemokinetic migration of cells expressing wild-type or 

mutant Kiss1R, UT and CXCR4 receptors. (A) Schematic representation depicting 

potential involvement of Gq or G13 in wild-type and mutant of Kiss1R, UT and CXCR4 

receptor-induced migration. siRNA (Gα13) or inhibitor (UBO-QIC) strategies used in those 

experiments are also represented. (B) HEK293 transiently transfected with cDNA encoding 

pCMV-Myc (Mock), Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58, (left), 

UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 (middle), CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-

P2.58A or ∆CXCR4Myc-P2.59 (right) were loaded in the upper chamber of modified Boyden 

chamber (transwell), and the appropriate KP-10, UII or SDF-1α ligands (10-9 M, each) were 
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added in the lower chamber for 24 h. Microphotographs show cells that migrated onto the 

lower surface of the transwell membrane under control or treated conditions (upper panel). 

Cell motility was evaluated by counting cells in 10 random fields after hematoxylin 

counterstaining. Histograms are quantification of the migrating cells expressed as the 

percentage as compared with untreated cells (control). Each bar corresponds to mean ± SEM 

obtained from 3 representative experiments. One-way analysis of variance, Kruskal-Wallis 

test followed by Dunn’s post-test; ns, not significant; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 (lower 

panel). (C) HEK293 transiently transfected with cDNA encoding Kiss1RMyc-P2.59, 

∆Kiss1RMyc-P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58, (left), UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-

P2.59 (middle), CXCR4Myc-P2.58, ∆CXCR4Myc-P2.58A or ∆CXCR4Myc-P2.59 (right) were 

exposed to increasing concentrations of the appropriate KP-10, UII or SDF-1α ligands in the 

lower chamber of Transwell for 24 h. Graphs represent mean ± SEM obtained from 1 

representative experiment in triplicate. (D) Control siRNA and siRNA directed against human 

Gα13 (si-G13) were co-transfected into HEK293 with plasmid encoding Kiss1RMyc-P2.59, 

∆Kiss1RMyc-P2.58, UTMyc-P2.58 or ∆UTMyc-P2.59. Twenty four hours after transfection, cells 

were added onto Transwells and treated in the absence or presence of KP-10 or UII (10-9 M, 

24 h). Histograms are quantification of the migrating cells expressed as the percentage as 

compared with control. Each bar corresponds to mean ± SEM obtained from 1 representative 

experiment in triplicate. (E) HEK293 cells were transiently transfected with plasmid encoding 

pCMV-Myc (Mock), Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A, ∆Kiss1RMyc-P2.58, UTMyc-

P2.58, ∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-P2.59. Twenty four hours after transfection, cells were 

loaded in the upper chamber of the transwell in the absence or the presence of the Gq inhibitor 

UBO QIC (10-6 M) and treated in the absence or the presence of KP-10 or UII (10-9 M, 24 h). 

Histograms are quantification of the migrating cells expressed as the percentage as compared 

with control. Each bar corresponds to mean ± SEM obtained from 3 experiments in triplicate. 

One-way analysis of variance, followed by Sidak post-test; ***P<0.001. (F) HEK293 

expressing Kiss1R-P2.59 or ∆Kiss1R-P2.58 (left), UT-P2.58, or ∆UT-P2.59 (middle), and 

CXCR4-P2.58 or ∆CXCR4-P2.59 (right) were loaded in the upper chamber of transwell 

exposed without (1) or with the appropriate KP-10, UII or SDF-1α ligands (10-9 M each; 24 h) 

in the lower chamber of the transwell (2) or in both upper and lower chambers (3). 

Histograms are quantification of the migrating cells expressed as the percentage as compared 

with control. Each bar corresponds to mean ± SEM obtained from 2 experiments in triplicate. 
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Figure 5: Wild-type and mutant Kiss1R, UT and CXCR4-induced cell adhesion and 

focal adhesion formation. (A) Adhesion on fibronectin of HEK293 cells transfected with 

pCMV-Myc (Mock), Kiss1R-P2.59, ∆Kiss1R-P2.59A or ∆Kiss1R-P2.58 (left), UT-P2.58, 

∆UT-P2.58A or ∆UT-P2.59 (middle), and CXCR4-P2.58, ∆CXCR4-P2.58A or ∆CXCR4-

P2.59 in the absence or the presence of appropriate KP-10, UII or SDF-1α ligands (10-9 M 

each; 30 min). Bar graph represents mean ± SEM obtained from 2 to 3 experiments. (B) 

Paxillin activation following the application of KP-10, UII or KP-10 (10-9 M) on pCMV-Myc 

(Mock), Kiss1R-P2.59, ∆Kiss1R-P2.59A or ∆Kiss1R-P2.58 (left) and UT-P2.58, ∆UT-

P2.58A or ∆UT-P2.59 (right) expressing cells was assessed by ELISA, 48 hours after 

transfection. Cells were treated with the appropriate ligands for 30 or 60 minutes. Activation 

of paxillin was evaluated by measuring the ratio of bioluminescence after anti-phospho-

paxillin (P-paxillin, Tyr31) and anti-paxillin antibodies in non permeabilized cells. Results are 

expressed as percentage of control in the absence of ligand. Bar graph represents mean ± 

SEM obtained from one to 3 experiments in quadruplicate. (C) Immunofluorescence analysis 

of the number of focal adhesion (FA) points labeled with an antibody directed against paxillin 

(red) in HEK293 cells expressing Kiss1ReGFP-P2.59 or ∆Kiss1ReGFP-P2.58 (green, upper 

panel) and UTeGFP-P2.58 or ∆UTeGFP-P2.59 (green, lower panel), in the absence or the 

presence of KP-10 or UII (10-9 M; 30 min). Merge images allowed visualization of receptors 

and paxillin in the plasma and cytosolic compartments (green, red and yellow). Nuclei (blue) 

were counterstained with DAPI. Scale bars indicate 20 µm. (D) Scatter plots represent the 

quantification of focal adhesion points per cell area in control condition in HEK293 cells 

expressing Kiss1ReGFP-P2.59 or ∆Kiss1ReGFP-P2.58 in the absence or presence of KP-10 (10-9 

M, 15 and 30 min) (upper panel), or in HEK293 cells expressing UTeGFP-P2.58 or ∆UTeGFP-

P2.59 in the absence or the presence of UII (10-9 M, 15 and 30 min) (middle panel) or in 

HEK293 cells expressing receptors with proline in position 2.58 (lower panel, left side) or in 

position 2.58 (lower panel, right side). Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test; ns, 

not significant; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. (E) FAK activation following the 

application of KP-10 or UII on Kiss1R-P2.59 or UT-P2.58 and their respective mutants on 

permeabilized cell was assessed by ELISA 48 hours after transfection. HEK293 cells were 

transiently transfected with cDNA encoding pCMV-Myc (Mock), Kiss1R-P2.59, ∆Kiss1R-

P2.59A or ∆Kiss1R-P2.58 (left), UT-P2.58, ∆UT-P2.58A or ∆UT-P2.59 (right). Cells were 

treated with KP-10 or UII (10-9 M) for 30 or 60 minutes. Activation of FAK was evaluated by 

measuring the ratio of bioluminescence after anti-phospho-FAK (P-FAK, Tyr576/577) and 

anti-FAK antibodies. Results are expressed as percentage of control in the absence of KP-10 
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or UII. Bar graph represents mean ± SEM obtained from one representative experiment in 

quadruplicate. (F) The expression of β1-integrin on HEK293 cells transfected with cDNA 

encoding c-Myc-tagged pCMV-Myc (Mock), Kiss1R-P2.59, ∆Kiss1R-P2.59A or ∆Kiss1R-

P2.58 (left) and UT-P2.58, ∆UT-P2.58A or ∆UT-P2.59 receptors (right) was assessed by 

ELISA, 48 hours after transfection. Cells were treated with the appropriate KP-10 or UII 

ligands (10-9 M, each) for 30 or 60 minutes. The expression of β1-integrin was evaluated by 

measuring the ratio of bioluminescence after anti-β1-integrin and anti-c-Myc antibodies in 

permeabilized and non permeabilized cells, respectively. Results are expressed as percentage 

of control in the absence of ligand. Bar graph represents mean ± SEM obtained from one to 3 

experiments in quadruplicate. 

 

Figure 6: Dynamic wave of focal adhesion formation and UT-P2.58 or ∆UT-P2.59 

receptor trafficking. (A) Immunofluorescence analysis of the number of FA points labeled 

with an antibody directed against paxillin (red) in HEK293 cells expressing UTeGFP-P2.58 or 

∆UTeGFP-P2.59 (green) in the absence or presence of UII administered for 5 to 60 min. Merge 

images allowed visualization of receptors and paxillin in the plasma and cytosolic 

compartments (yellow). Nuclei (blue) were counterstained with DAPI. Scale bars indicate 40 

µm. White squares on the pictures illustrates the specific cell area enlarged on the right panel 

(zoom). Scale bars indicate 15 µm. (B and C) Quantification of FA points per cell (B) and 

distribution of FA areas (C) in HEK293 cells expressing UTeGFP-P2.58 or ∆UTeGFP-P2.59 in 

the absence or presence of UII (10-9 M) administered for 5 to 60 min. Kruskal-Wallis test 

followed by Dunn’s post-test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. (B) FA areas are measured 

using a successive image treatments, and the proportion of FA comprised between 0 to 0.1 

µm² (white), 0.1 to 0.2 µm² (light grey), 0.2 to 1 µm² (dark grey) and higher than 1 µm² 

(black) were quantified and represented for each time treatment. (D) Percentages of cells 

presenting a receptor membrane labeling (white), membrane and intracellular labelings (grey) 

or exclusively intracellular labeling (black) were quantified. (E) The interaction between 

receptor and β-Arrestin 2 was investigated on HEK293 cells transfected with plasmid 

encoding eYFP-tagged UT-P2.58, ∆UT-P2.58A or ∆UT-P2.59 receptor in combination with 

cDNA encoding β-Arrestin 2Rluc8. BRET signal between eYFP-tagged receptors and β-

Arrestin 2Rluc8 was monitored in the presence of increasing concentrations of UII. Data are 

mean ± SEM from 3 independent experiments. 
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Figure 7: Dynamic wave of focal adhesion formation and Kiss1R-P2.59 or ∆Kiss1R-

P2.58 receptor trafficking. (A) Immunofluorescence analysis of the number of FA points 

labeled with an antibody directed against paxillin (red) in HEK293 cells expressing 

Kiss1ReGFP-P2.59 or ∆Kiss1ReGFP-P2.58 (green) in the absence or the presence of KP-10 

administered for 5 to 60 min. Merge images allowed visualization of receptors and paxillin in 

the plasma and cytosolic compartments (yellow). Nuclei (blue) were counterstained with 

DAPI. Scale bars indicate 40 µm. White squares on the pictures illustrates the specific cell 

area enlarged on the right panel (zoom). Scale bars indicate 15 µm. (B and C) Quantification 

of FA points per cell (B) and distribution of FA areas (C) in HEK293 cells expressing 

Kiss1ReGFP-P2.59 or ∆Kiss1ReGFP-P2.58 in the absence or the presence of KP-10 (10-9 M) 

administered for 5 to 60 min. Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test; *P<0.05; 

**P<0.01; ***P<0.001. (B) FA areas are measured using a successive image treatments, and 

the proportion of FA comprised between 0 to 0.1 µm² (white), 0.1 to 0.2 µm² (light grey), 0.2 

to 1 µm² (dark grey) and higher than 1 µm² (black) were quantified for each time treatment. 

(D) Percentages of cells presenting a receptor membrane labeling (white), membrane and 

intracellular labelings (grey) or exclusively intracellular labeling (black) were quantified. (E) 

The interaction between receptor and β-Arrestin 2 was investigated on HEK293 cells 

transfected with plasmid encoding eYFP-tagged Kiss1R-P2.59, ∆Kiss1R-P2.59A or 

∆Kiss1R-P2.58 receptor in combination with cDNA encoding β-Arrestin 2Rluc8. No significant 

BRET signal was detected between eYFP-tagged Kiss1R-P2.59, ∆Kiss1R-P2.59A or 

∆Kiss1R-P2.58 receptors and β-Arrestin 2Rluc8 in the absence or the presence of KP-10 (10-7 

M). Data are mean ± SEM from 3 independent experiments. 

 

Figure 8: Effects of UT and Kiss1R wild-type and mutant receptors on the 

lamellipodia formation. (A) Images of representative cells transfected with cDNAs encoding 

UTeGFP-P2.58 (left images) or ∆UTeGFP-P2.59 (right images) in the absence (upper images) or 

the presence (lower images) of UII (15 min, 10-9 M). Nuclei (blue) were counterstained with 

DAPI. Scale bare correspond to 20 µm. (B) Percentage of cells expressing UTeGFP-P2.58 

(upper) or ∆UTeGFP-P2.59 (lower) presenting membrane labeling (grey bars), no 

lamellipodium (●), one lamellipodium (■) or more (▲), after exposure to UII (10-9 M) for 5 

to 60 min. (C) Images of representative cells expressing Kiss1ReGFP-P2.59 (left images) or 

∆Kiss1ReGFP-P2.58 (right images), in the absence (upper images) or the presence (lower 

images) of KP-10 (15 min, 10-9 M). Nuclei (blue) were counterstained with DAPI. Scale bars 

correspond to 20 µm. (D) Percentage of cells expressing Kiss1ReGFP-P2.59 (upper) or 
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∆Kiss1ReGFP-P2.58 (lower) presenting membrane labeling (grey bars), no lamellipodium (●), 

one lamellipodium (■) or more (▲), after exposure to KP-10 (10-9 M) for 5 to 60 min. 

 

Supplementary information 

Supplementary methods 

Calcium measurement  

For Gq coupling study, HEK293 cells (2 millions) were transfected with 3 µg plasmid 

encoding UTMyc-P2.58 using Cell line nucleofector kit V as previously described. Transfected 

cells were then seeded in poly-L-ornithine-coated 96-well plates at a density of 50,000 

cells/wells and incubated for 48h at 37°C with 5% CO2. After incubation with 2 µM Fluo4-

AM dye containing 20 % pluronic acid (1 h), cells were preincubated in the absence or 

presence of the Gq inhibitor UBO QIC (10-6 M, 30 min) and the effect of graded 

concentrations of UII in the absence or the presence of the Gq inhibitor UBO QIC (10-6 M) on 

[Ca2+]c was measured with the FlexStation III on PRIMACEN Platform. For experiments 

using siRNA control and siRNA directed against RhoGEFp63 (Dharmacon, GE Healthcare 

Europe), HEK293 cells (2 millions) were transfected with 200 pM siRNA using Cell line 

nucleofector kit V. Then, 48 hours later, cells (2.5 millions) were transfected by nucleofection 

with 3 µg plasmid encoding Kiss1RMyc-P2.59 or UTMyc-P2.58 and 200 pM siRNA. The 

following day, after incubation with Fluo4-AM dye, the effect of graded concentrations of 

KP-10 or UII on [Ca2+]c was measured with the FlexStation III on PRIMACEN Platform. 

 

Migration assays 

HEK293 cells were transfected with 4 µg empty pCMV-Myc or plasmid encoding c-Myc-

tagged wild-type and mutant receptors using FuGene HD as previously described. Twenty 

four hours after transfection, cells were seeded at a density of 100,000 cells/125 µL/filter on 

the upper chamber of the Transwell. The gradient was generated by filling the lower chamber 

with the appropriate ligand. Cells were preincubated with PTX (6 h, 2×10-6 M) and PTX was 

added to both upper and lower chambers.  

 

SDS-PAGE and western blot 

Cells lysates were prepared in ice-cold RIPA Buffer (25 mM Tris HCl pH 7.6, 150 mM 

NaCl, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) supplemented with protease and 

phosphatase inhibitor cocktails. Lysates were mixed with Laemmli buffer 5X (4:1, vol:vol) 

and loaded onto 10% SDS-PAGE gel. After separation, proteins were transferred onto a 
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polyvinylidene difluoride membrane (Immobilon-P, Millipore). Membrane were blocked with 

5% non-fat milk, incubated overnight at 4°C with the primary antibodies (anti-phospho-

ERK1/2, Santa Cruz Biotechnology, sc-7383; anti-ERK1/2, Santa Cruz Biotechnology, sc-94) 

and then incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies against 

mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, sc-2005) or against rabbit IgG (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-2004) at room temperature for 1 hour. Immunoreactive bands were 

visualized with the enhanced chemiluminescence western blotting substrate (GE Healthcare). 
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Legends to supplementary figures 

 

Figure S1. Kiss1r or UT Receptor Gq coupling and intracellular calcium increase. (A) 

Effect of Gq inhibitor UBO QIC (10-6 M) on UII-induced calcium mobilization on HEK293 

cells expressing UTMyc-P2.58. Data are expressed as percentages of the maximal response 

induced by UT-P2.58 without inhibitor and correspond to one representative experiment. (B) 

Effects of siRNA control (light grey) or siRNA directed against RhoGEFp63 (dark grey) on 

calcium mobilization relayed by Kiss1RMyc-P2.59 (left) or UTMyc-P2.58 (right). Data are 

expressed as percentages of the maximal response induced by Kiss1R-P2.59 (left) or UT-

P2.58 (right) in the absence of siRNA and correspond to one representative experiment. 

Figure S2. Effect of the Gi/o coupling in wild-type and mutant Kiss1R and UT receptor-

induced migration. HEK293 cells were transiently transfected with plasmid encoding 

pCMV-Myc (Mock), Kiss1RMyc-P2.59, ∆Kiss1RMyc-P2.59A or ∆Kiss1RMyc-P2.58 (A) or 

UTMyc-P2.58, ∆UTMyc-P2.58A or ∆UTMyc-P2.59 (B). Twenty four hours after transfection, 

cells were pre-treated with PTX (6h, 2×10-6 M), loaded in the upper chamber of the transwell 

in the presence or the absence of PTX (2×10-6 M), and treated in the absence or the presence 

of KP-10 (A) or UII (10-9 M, 24 h; B). Histograms are quantification of the migrating cells 

expressed as the percentage as compared with control. Each bar corresponds to mean ± SEM 

obtained from one (A) or 3 (B) experiments in triplicate. One-way analysis of variance, 

Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-test; **P<0.01. 

Figure S3. Wild-type and mutant CXCR4-mediated adhesion and CXCR4-P2.58 

receptor trafficking. (A) Immunofluorescence analysis of the number of FA points labeled 

with an antibody directed against paxillin (red) in HEK293 cells expressing CXCR4eGFP-

P2.58 or ∆CXCR4eGFP-P2.59 (green), in the absence or presence of SDF-1α (10-9 M; 30 min). 

Merge images allowed visualization of receptors and paxillin in the plasma and cytosolic 

compartments (yellow). Nuclei (blue) were counterstained with DAPI. Scale bars indicate 20 

µm. (B) Scatter plots represent the quantification of focal adhesion points per cell area in 

control condition in HEK293 cells expressing CXCR4eGFP-P2.58 or ∆CXCR4eGFP-P2.59 in the 

absence or presence of UII (10-9 M, 15 and 30 min). Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s 

post-test; ns, not significant; **P<0.01; ***P<0.001. (C) Immunofluorescence analysis of the 

number of FA points labeled with an antibody directed against paxillin (red) in HEK293 cells 

expressing CXCR4eGFP-P2.58 (green) in the absence or presence of SDF-1α administered for 

5 to 60 min. Merge images allowed visualization of receptors and paxillin in the plasma and 

cytosolic compartments (yellow). Nuclei (blue) were counterstained with DAPI. Scale bars 
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indicate 40 µm. White squares on the pictures illustrate the specific cell area enlarged on the 

right panel (zoom). Scale bars indicate 15 µm. (D and E) Quantification of FA points per cell 

(D) and distribution of FA areas (E) in HEK293 cells expressing CXCR4eGFP-P2.58 in the 

absence or presence of SDF-1α (10-9 M) administered for 5 to 60 min. FA areas are measured 

using a successive image treatments, and the proportion of FA comprised between 0 to 0.1 

µm² (white), 0.1 to 0.2 µm² (light grey), 0.2 to 1 µm² (dark grey) and higher than 1 µm² 

(black) were quantified for each time treatment. (F) Percentages of cells presenting a receptor 

membrane labeling (white), membrane and intracellular labelings (grey) were quantified. (G) 

The interaction between receptor and β-Arrestin 2 was investigated on HEK293 cells 

expressing eYFP-tagged CXCR4-P2.58, ∆CXCR4-P2.58A or ∆CXCR4-P2.59 receptor in 

combination with DNA encoding β-Arrestin 2Rluc8. BRET signal between eYFP-tagged 

receptors and β-Arrestin 2Rluc8 was monitored in the presence of increasing concentrations of 

UII. Data are mean ± SEM from 3 independent experiments. 

Figure S4. CXCR4-P2.58-induced lamellipodia formation. (A) Images of representative 

cells transfected with cDNAs encoding CXCR4eGFP-P2.58 in the absence or the presence of 

SDF-1α (15 min, 10-9 M). Nuclei (blue) were counterstained with DAPI. Scale bars 

correspond to 20 µm. (B) Percentage of cells expressing CXCR4eGFP-P2.58 presenting 

membrane labeling (grey bars), no lamellipodium (●), one lamellipodium (■) or more (▲), 

after exposure to SDF-1α (10-9 M) for 5 to 60 min. 

Figure S5. Wild-type and mutant Kiss1R and UT-induced stimulation of ERK1/2. (A) 

Determination of both total and phosphorylated ERK1/2 on HEK293 cells expressing 

Kiss1RMyc-P2.59 (upper panel) or ∆Kiss1RMyc-P2.58 (lower panel) in the absence or the 

presence of KP-10 (10-9 M) from 5 to 120 min. Western blots were performed using specific 

antibody against total or phospho (P-ERK1/2, Thr202/Tyr204) ERK1/2. Quantifications were 

performed with ImageLab® software. Histograms represent ratio P-ERK1/2 /total ERK1/2 of 

one representative experiment. (B) Determination of both total and phosphorylated ERK1/2 

on HEK293 cells expressing UTMyc-P2.58 (upper panel) or ∆UTMyc-P2.59 (lower panel) in 

the absence or the presence of UII (10-9 M) from 5 to 120 min. Western blots were performed 

using specific antibody against total or P-ERK1/2. Quantifications were performed with 

ImageLab® software. Histograms represent ratio P-ERK1/2/total ERK1/2 of one 

representative experiment. 
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Discussion-Conclusion 

1. Différentes voies de couplages et sélectivité fonctionnelle du récepteur UT : 

implication dans la mise au point de ligands d’intérêt thérapeutique 

Dans la première partie de mon travail de thèse et en raison des travaux précédemment 

obtenus par l’équipe qui montraient notamment que l’UII et l’URP exercent des fonctions 

similaires mais aussi distinctes sur les astrocytes (Jarry et al., 2010), nous avons étudié, en 

collaboration étroite avec le Dr Laurent Prézeau (IGF, Montpellier, France) et le Pr 

Richard Leduc (Université de Sherbrooke, Québec, Canada), le profil de signalisation du 

récepteur UT. Plus précisément, nous avons cherché à valider le rôle des deux ligands 

endogènes de l’UT, UII et URP, et de quatre agonistes ou antagonistes peptidiques 

synthétiques (UII4-11, [Orn5]URP, [Orn8]UII et urantide), sur un modèle de cellules HEK293 

exprimant le récepteur UT humain recombinant. Trois profils principaux de couplage ont été 

obtenus, et montrent la manière dont les ligands régulent les activités biologiques cellulaires, 

comme la migration, l’adhésion et la survie cellulaire. 

Nous avons dans un premier temps caractérisé la capacité de l’UII et de l’URP à induire un 

couplage du récepteur UT à six différentes voies de signalisation (Gq, Gi1, GoA, G13 et β-

Arrestines 1 et 2, en excluant Gs) et à entraîner, secondairement, la phosphorylation de 

ERK1/2 ou NF-κB, voire l’internalisation du récepteur. Ces résultats sont cohérents avec les 

études suggérant un couplage indirect du récepteur UT aux protéines Gq/11 (Sauzeau et al., 

2001; Tzanidis et al., 2003; Zhang et al., 2015), Gi/o (Castel et al., 2006; Jarry et al., 2010; 

Lecointre et al., 2015) et G13 (Lecointre et al., 2015), ainsi que l’activation des voies de 

signalisation incluant la PKC, les MAPK p38 et ERK1/2, les tyrosine kinases et les protéines 

RhoA/ROCK (Rossowski et al., 2002; Lecointre et al., 2015), ou encore la translocation 

nucléaire, via l’activité de GRK5, de NF-κB (Park et al., 2016). De plus, le recrutement des β-

Arrestines 1 et 2 observé dans notre étude corrobore les travaux précédants menés par le 

groupe du Pr Leduc, qui suggéraient que l’endocytose du récepteur UT (Proulx et al., 2005) 

est dépendante de la β-Arrestine 2 et de la phosphorylation possible d’un cluster de sérines 

dans le domaine C-terminal de l’UT de Rat. En outre, deux phases d’activation de ERK1/2 

ont été détectées suite à la stimulation du récepteur UT par l’UII mais aussi par l’URP. 

Celles-ci peuvent être relayées par l’intermédiaire d’un couplage aux protéines Gi/o et Gq et du 

recrutement des β-Arrestines, bien que d’autres voies puissent être impliquées, telles que la 

transactivation de l’EGFR, comme il à été démontré pour le récepteur de V2 de la 
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vasopressine (Zhang et al., 2016), AT1A de l’angiotensine (Kim et al., 2009) ou encore 5-

HT2B de la sérotonine (Li et al., 2008).  

En comparant l’ensemble des données obtenues avec les ligands endogènes ou analogues 

synthétiques testés, des schémas de signalisation peuvent être organisés en trois 

groupes (Figure 27): le groupe 1 est représenté par les agonistes dit « entiers » UII, URP et 

UII4-11, le groupe 2 par l’[Orn8]UII et l’[Orn5]URP et le groupe 3 par l’urantide. Ainsi, on 

peut souligner ici que l’UII et l’URP, présentent exactement les mêmes profils de couplage. 

Pourtant, malgré la large distribution de l’UII et de l’URP dans le système cardiovasculaire, 

rénal et endocrinien, leurs distributions tissulaires ainsi que leur production ne se superposent 

pas, suggérant que ces ligands exercent des actions distinctes. De plus, il a été montré que les 

ligands endogènes UII et URP exercent à la fois des activités biologiques comparables certes, 

mais aussi propres à chacun, notamment sur la prolifération des astrocytes de Rat (Jarry et al., 

2010), l’accumulation de c[Ca2+] (Desrues et al., 2012), ou la production de peptide 

natriurétique auriculaire (Ross et al., 2010). Dans notre étude, l’absence de différence dans les 

voies de signalisation, la migration cellulaire, l’adhésion et l’apoptose suite à l’activation du 

récepteur UT par l’UII, l’URP et l’UII4-11 peut éventuellement s’expliquer par le fait que nous 

regardons des évènements directement reliés au récepteur UT. Ces cinétiques d’observation 

contrastent avec les études qui s’attachent aux effets cellulaires ou physiologiques du système 

urotensinergique, requérant une coordination dans le temps, et/ou entre différents types 

cellulaires, et/ou impliquant des densités probablement plus faibles de récepteur dans les 

cellules natives. En effet, le modèle de cellules HEK293 recombinantes pour le récepteur UT 

ne reflète pas des conditions natives, en partie à cause de la forte surexpression du récepteur 

après transfection, ce qui entraînerait par exemple des différences dans la liaison du ligand. 

En effet, le temps de liaison des molécules pourrait être d’une importance cruciale, puisque 

l’UII, et non l’URP (Jarry et al., 2010), est considéré comme un agoniste quasiment 

irréversible (Castel et al., 2006). Ce temps de résidence serait lié aux différences de séquence 

et de structure entre les deux peptides, la partie N-terminale plus longue chez l’UII, pourrait 

en effet allonger le temps de liaison au récepteur. En outre, une étude de RMN révèle que 

l’UII et l’URP se fixent via leur partie cyclique de la même manière au récepteur UT, 

impliquant une interaction avec les mêmes résidus des DTM3 et DTM7 et des boucles 

extracellulaires e2 et e3 (Brancaccio et al., 2015). Cependant, seule la partie N-terminale de 

l’UII adopte une interaction large avec la boucle e2 de l’UT, via des liaisons hydrogènes entre 

les résidus Gly1 de l’UII et Lys196 de l’UT et entre Asp4 de l’UII et Arg193 de l’UT. Cette 

étude révèle également que la substitution du résidu Gly4 de l’UII par une Ala augmente le 
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ratio de dissociation ligand/récepteur (Brancaccio et al., 2015). Ainsi, la liaison de l’UII et de 

l’URP pourrait induire des changements de conformation du récepteur UT responsables de 

l’activation de voies de signalisation pleiotropes, mais c’est le temps de résidence accru des 

ligands qui pourrait altérer la réponse du récepteur en i) induisant une action à long terme et 

différents processus de désensibilisation/internalisation, ou ii) surmontant les processus de 

remodelage tissulaire, conduisant à des réponses cellulaires ou physiologiques différentes 

(Guo et al., 2012). Ce concept peut également être appliqué aux ligands présentant un biais de 

signalisation, dont le temps de résidence pourrait avoir un impact sur la selection de la 

signalisation vers les β-Arrestines. 

De manière intéressante, les peptides du groupe 1 présentent une efficacité de recrutement 

des β-arrestines 5 à 10 fois supérieure à celle observée pour le couplage aux protéines G 

(Figure 27). Au contraire, les peptides du groupe 2 ne recrutent pas les β-arrestines alors 

qu’ils entrainent un couplage du récepteur UT à toutes les protéines G, suggérant que ces 

peptides présentent un biais de signalisation dirigé spécifiquement vers ces protéines G. Cela 

explique éventuellement certains effets de l’[Orn8]UII, qui présente une activité antagoniste 

dans des modèles cellulaires de rongeurs, comme les anneaux d’aorte de Rat (Camarda et al., 

2002; Guerrini et al., 2005; Vergura et al., 2004), tout en conservant une activité agoniste sur 

la mobilisation calcique (Vergura et al., 2004). Il en est de même pour l’[Orn5]URP, qui 

montre des activités agoniste ou antagoniste selon les modèles cellulaires étudiés (Chatenet et 

al., 2004; Desrues et al., 2012). Chacune des valeurs de pEC50 déterminées pour le couplage 

aux protéines G des peptides du groupe 2, sont environ d’un log supérieur à celles observées 

pour les peptides du groupe 1, ce qui peut être relié à leur plus basse affinité pour le récepteur 

et/ou à leur plus basse efficacité de couplage aux protéines G.  

En ce qui concerne le groupe 3, les effets de l’urantide apparaissent encore plus complexes. 

En effet, l’urantide se comporte principalement comme un agoniste partiel, puisque son 

efficacité de couplage est plus basse dans toutes les voies de signalisation, par rapport aux 

groupes 1 et 2 (Figure 27). L’urantide a pour la première fois été synthétisé pour ses capacités 

antagonistes présumées notamment dans les réponses calciques (Camarda et al., 2006) 

comme mis en évidence ici sur le recrutement des β-arrestines. Cependant, son activité 

d’agoniste partiel pour chacune des protéines G signifie qu’il peut se comporter à la fois 

comme agoniste ou antagoniste, contrairement à l’activité purement antagoniste 

précédemment démontrée (Song et al., 2006). De plus, alors que les autres peptides présentent 

des valeurs de pEC50 pour Go similaires, voire meilleures, que celles observées pour Gi ou Gq, 

l’urantide montre une valeur de pEC50 pour Gi (et dans une moindre mesure, pour Gq) presque 
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10 fois supérieure à celle déterminée pour Go. Ces résultats indiquent que l’urantide présente 

un biais de signalisation, au moins par rapport à Gi et Gq contre Go et les β-Arrestines. La 

majorité des ligands biaisés décrits dans la littérature distingue la signalisation dépendante des 

protéines G de celle dépendante des β-Arrestines (Luttrell, 2014). Nos résultats démontrent 

que le récepteur UT représente un exemple de récepteur pour lequel les ligands peuvent 

favoriser un couplage à certaines protéines G par rapport à d’autres (Figure 27).  

Figure 27. Représentation schématique des profils de signalisation des ligands urotensinergiques et de 
leurs effets cellulaires. Les voies de signalisation des différents groupes (1, 2 et 3) de ligands urotensinergiques 
sont représentées. La flèche pleine symbolise un recrutement des partenaires protéiques ; une flèche pointillée un 
recrutement partiel ; un trait plein représente la mise en évidence directe d’éléments de signalisation ; un trait 
pointillé représente les relations hypothétiques entre les voies de signalisation et les effets cellulaires.  

 

Nous n’avons pas détecté de profil de signalisation particulier entre l’UII, l’URP et l’UII4-

11, suggérant que les séquences plus courtes de l’URP et de l’UII4-11 par rapport à l’UII 

n’affectent pas leur capacité de liaison ou leur capacité à induire un couplage. Contrairement 

au peptide UII5-11, qui présente une efficacité 200 à 1000 fois inférieure, nous montrons que 

l’UII4-11 possède non seulement la séquence minimale requise pour une activité biologique 

mais qu’elle est également suffisante pour un agonisme total. Les profils de signalisation 

engagés par l’[Orn8]UII et l’[Orn5]URP révèlent qu’en plus de son importance dans la 

reconnaissance et l’activation du récepteur (Leprince et al., 2008), le résidu Lys est 

déterminant pour la signalisation de l’UT dépendante des β-Arrestines, pour la deuxième 

phase de phosphorylation de ERK1/2, ainsi que pour l’internalisation du récepteur. Les trois 

substitutions dans la séquence de l’urantide lui confèrent une forte affinité au récepteur ainsi 
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qu’une activité biaisée au regard du couplage à Gi vs. Go. Nous émettons donc l’hypothèse 

que le biais de signalisation des β-Arrestines et des protéines G soit supporté par la 

substitution de la Lys8 par l’Orn8 et que l’affinité soit renforcée par le remplacement de Cys3 

par Pen3. En effet, cette substitution sur le peptide UII4-11 (ligand P5U) lui confère une activité 

de super-agoniste. En conséquence, nous pensons que cette Lys8, qui interagit au moins 

partiellement avec les DTM3 et 7, joue un rôle central dans le recrutement des β-Arrestines et 

est déterminante dans le biais de signalisation du récepteur UT. Cette hypothèse est supportée 

par des études récentes de RMN qui montrent que le biais de signalisation du récepteur β2-AD 

vis-à-vis des β-Arrestines implique essentiellement le DTM7 (Liu et al., 2012b). De plus, une 

étude utilisant la résonance plasmonique de surface a montré que l’urantide, qui ne recrute 

que très partiellement les β-arrestines, ne pouvait interagir qu’avec la boucle e2 de l’UT, alors 

que l’UII et l’URP interagissent avec e2 ainsi que e3 connectée au DTM7 (Boivin et al., 2006). 

Ces observations ouvrent donc la voie à de nouvelles stratégies dans la conception rationnelle 

de ligands biaisés à visée thérapeutique ciblant le récepteur UT.  

Les profils de transduction générés par les différents peptides dictent l’intégration de leur 

signalisation à des évènements cellulaires, comme observé pour la migration, l’adhésion et la 

survie cellulaire. Les ligands testés induisent la migration et l’adhésion cellulaire avec des 

intensités similaires, suggérant qu’ils partagent des voies de transductions requises pour ces 

effets. Ces données sont en accord avec les études montrant que les voies de signalisation 

Rho/ROCK mobilisées dans la migration cellulaire relayée par le récepteur UT, sont 

dépendantes des couplages aux protéines Gi/o, G13 et Gq (Segain et al., 2007; Lecointre et al., 

2015). Seuls les peptides du groupe 1 UII, URP et UII4-11 inhibent la croissance des cellules 

HEK293 exprimant l’UT en réduisant la prolifération ou la survie cellulaire, et/ou en 

favorisant l’apoptose, comme le suggère l’augmentation du marquage annexine V. Il convient 

de noter que les effets mitogéniques du système urotensinergique dépendent de l’activation de 

ERK1/2 subséquente à l’activation de l’UT (Ziltener et al., 2002).  

Nous pouvons émettre l’hypothèse que le recrutement des β-Arrestines et leur signalisation 

jouent un rôle dans ces effets différentiels, à travers leur implication dans la régulation des 

MAPK, conduisant à l’apoptose ou la mort cellulaire. Cependant, l’inhibition concomitante 

ou indépendante de l’expression des β-Arrestines 1 et 2 ne prévient pas la mort cellulaire 

induite par l’UII, l’URP et l’UII4-11. Mais la démonstration de l’implication du couplage Gq 

dans ce phénomène ouvre un nouveau niveau de complexité du biais de signalisation du 

récepteur UT. Il peut être proposé que la seconde phase d’activation de ERK1/2 résulte de 

différentes voies. La première impliquerait l’internalisation du récepteur UT, les β-Arrestines 
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étant complètement recrutées par l’UII, l’URP et l’UII4-11 et partiellement par l’urantide. La 

seconde emprunterait une cascade de signalisation encore non-identifiée, éventuellement 

relayée par une protéine dont l’activité serait dépendante de Gq pleinement activée par l’UII, 

l’URP et l’UII4-11 et partiellement par l’urantide, et qui mènerait à la mort cellulaire. En 

accord avec cette hypothèse, il a été montré que i) l’activation du récepteur de la GnRH 

conduit au couplage Gq et à une diminution de la prolifération cellulaire (White et al., 2008) 

ii) le récepteur de la somatostatine 2 induit l’activation de ERK via la sous-unité Gα14 de la 

famille Gq (Sánchez-Fernández et al., 2013), et enfin iii) le récepteur A3 de l’adénosine induit 

l’apoptose des cellules de tumeur de vessie via un couplage Gq conduisant à la surexpression 

du facteur proapoptotique AIF (apoptosis-inducing factor) (Kanno et al., 2012). 

Nos travaux viennent donc conforter les études relevant un lien entre les mécanismes 

moléculaires sous-tendant le biais de signalisation aux évènements intracellulaires. Un 

agonisme biaisé ne se traduit pas exclusivement par un biais de signalisation entre les 

protéines G et les β-Arrestines mais peut aussi se traduire par une sélectivité pour certaines 

protéines G. Ces observations supportent la découverte récente de ligands biaisés capables 

d’engager les β-arrestines dans des conformations spécifiques, permettant ainsi la 

commutation phénotypique de la migration vers la prolifération cellulaire (Zimmerman et al., 

2012), des mécanismes cellulaires importants en conditions physiopathologiques. 

2. Le récepteur UT, de la famille SO, présente une signature structurelle propre aux 

récepteurs chimiokines de la famille CHEM 

La migration chimiotactique est un évènement cellulaire majeur impliqué dans de 

nombreux processus physiopathologiques, i.e. le développement embryonaire et cérébrale, les 

réponses inflammatoires ou encore l’invasion du tissu sain par les cellules tumorales ou les 

métastases. Un grand nombre de RCPGs ont une capacité à détecter une variété de petits 

peptides ou de chimiokines pour contrôler la migration chimiotactique. L'un des objectifs 

actuels est de comprendre comment les RCPGs peuvent détecter des gradients de ligands 

moléculaires pour coupler les protéines Gαβγ et réguler de façon spatio-temporelle, les 

événements conduisant au chimiotactisme. Nous avons abordé, dans la deuxième partie de 

mon travail de thèse, la question du rôle des récepteurs chimio-attractants sous un aspect 

évolutif. En effet, en collaboration avec le Dr Marie Chabbert (Université d’Angers, France) 

et le Dr Isabelle Milazzo (COBRA, Université Rouen Normandie, France), nous avons émis 

l’hypothèse selon laquelle une délétion ancestrale au sein du DTM2 de la famille des 

récepteurs du groupe G0, qui inclut les récepteurs du cluster PEP (Kiss1R) qui comprennent 
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en majorité une P2.59, conduit vraisemblablement au repositionnement P2.58 dans les 

récepteurs du groupe G1, formé des clusters SO (UT), CHEM (CXCR4) et PUR. Des 

analyses détaillées des distorsions hélicoïdales et des structures cristallographiques des 

RCPGs contenant une P2.58, confirment une structure en coude du DTM2, alors que les 

positions P2.59, P2.60 ou l’absence de proline entraînent un renflement du DTM2. Nous 

avons donc cherché à fournir de nouvelles connaissances sur les récepteurs chimiotactiques 

qui pour la plus part possèdent une P2.58, et une meilleure compréhension de leur mécanisme 

d'activation. Nous avons alors généré des mutants des récepteurs prototypiques Kiss1R 

(P2.59), UT (P2.58) et CXCR4 (P2.58) pour lesquels nous avons soit i) remplacé la Pro du 

DTM2 en Ala ou ii) repositionné la Pro en 2.58 ou 2.59 par insertion/délétion d’un acide 

aminé en amont. L’expression des récepteurs mutants et sauvages nous a permis d’étudier 

l’effet de la structure du DTM2 sur le trafic à la membrane, les capacités de liaison et de 

couplage des récepteurs ainsi que leur implication dans les processus de migration et 

d’adhésion cellulaire.  

 

2.1. Signalisation spécifique des récepteurs chimiotactiques UT-P2.58 et CXCR4-

P2.58 par rapport au récepteur peptidique Kiss1R-P2.59 

Nous avons démontré, dans un modèle de cellules HEK293, que l’activation de l’UT-P2.58 

et de CXCR4-P2.58 par leur ligand respectif entraîne bien le couplage aux protéines G et à 

leurs effecteurs. Pour le système UII/UT-P2.58, nous observons un adressage normal à la 

membrane, l’activation de la voie Gq/IP1/Ca2+, le couplage aux protéines de type Gi1, GoA et 

potentiellement G13, ainsi que le recrutement de la β-arrestine 2. Nous notons aussi des 

événements intracellulaires consécutifs à l’activation/recrutement de ces différentes protéines, 

telles que deux phases d’activation de ERK1/2, et deux phases d’endocytose/translocation du 

récepteur. Ces résultats sont en accord avec nos études précédentes, i.e. un couplage direct du 

récepteur UT-P2.58 aux protéines Gq, Gi1, GoA et G13, le recrutement des β-Arrestines 1 et 2, 

et l’activation de ERK1/2 en deux phases (Brulé et al., 2014), et des travaux antérieurs qui 

suggèrent une signalisation indirecte du récepteur UT-P2.58 aux protéines Gq/11 et Gi/o 

(Tzanidis et al., 2003; Jarry et al., 2010), la PKC, les MAPK p38 et ERK1/2 et la voie 

Rho/ROCK (Rossowski et al., 2002; Grieco et al., 2011; Lecointre et al., 2015). En ce qui 

concerne le système SDF-1α/CXCR4, bien qu’aucune activation de la voie Gq/IP1/Ca2+ ne soit 

observée, on peut constater l’activation des mêmes voies de signalisation que celles du 

récepteur UT-P2.58, concernant le couplage aux protéines Gi1 et GoA, le recrutement de la β-

Arrestine 2 et un contrôle cyclique de l’expression membranaire du récepteur. De ces 
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observations nous pouvons émettre l’hypothèse de voies de couplage et d’effets cellulaires 

conservés entre l’UT-P2.58 et CXCR4-P2.58, dans un modèle de cellules HEK293 

recombinantes. Certaines études on déjà montré que les effets de CXCR4 peuvent être relayés 

par Gαi, Gβγ, la β-Arrestine 2 (Busillo et Benovic, 2007) ou encore les GRK, qui en 

phosphorylant des résidus spécifiques de la queue C-terminale de CXCR4, provoquent le 

recrutement des β-Arrestines (Busillo et al., 2010), conduisant au découplage des protéines G 

et à l’internalisation et/ou au recyclage du récepteur (Pozzobon et al., 2016). Cependant, nos 

études portant sur la signalisation de CXCR4-P2.58 soulignent des propriétés distinctes de 

celles du récepteur UT-P2.58, notamment la perte d’activation de la voie Gq/IP1/Ca2+. Ce 

dernier point de notre étude est en contradiction avec des observations montrant que le 

complexe Gβγ peut stimuler la PLC-β, l’hydrolyse des PIP2 en IP3, conduisant indirectement 

à la possible mobilisation calcique (Mellado et al., 2001; Rubin, 2009). Cependant, il reste 

beaucoup à découvrir quant à la contribution des hétérotrimères Gαβγ dans les réponses au 

SDF-1α spécifiques aux modèles cellulaires étudiés. Dans cette étude, nous n’avons pas 

détecté de couplage Gq ou de mobilisation calcique, ce que nous pouvons expliquer par deux 

hypothèses i.e. i) un processus d’activation séquentiel des protéines Gq et Gi, comme il a été 

montré pour le récepteur β2-AD pour lequel un premier couplage à Gs et l’activation 

subséquente de la voie AMPc/PKA conduit à la phosphorylation du récepteur et à switch de 

couplage favorable à Gi (Daaka et al., 1997), et/ou ii) une hétérodimérisation de CXCR4 avec 

des récepteurs bloquant son couplage à Gq et la mobilisation calcique, comme il a été 

démontré pour les hétérodimères CXCR4/CXCR7 (Levoye et al., 2009) et CXCR4/CCR5 

(Contento et al., 2008). Ainsi, même si le couplage de CXCR4 aux protéines Gi/o et à la β-

Arrestine 2 est compatible avec les mécanismes bien étayés dans la littérature (Pozzobon et 

al., 2016), nous avons choisi le système UII/UT comme prototype des voies de signalisation 

relayées par les récepteurs P2.58 dans les mécanismes de chimiotactisme.  

Nous avons fait aussi l’option de travailler sur le récepteur Kiss1R-P2.59 pour la 

comparaison avec UT et CXCR4. Notre travail démontre clairement que le récepteur Kiss1R-

P2.59 couple la protéine Gq, stimule le métabolisme PIPs, permet une mobilisation calcique 

ainsi que l’activation de ERK1/2, mais ne provoque pas le recrutement de Gi1, GoA ou encore 

de la β-Arrestine 2. Ces observations, pour majeure partie, corroborent ce qui a été déjà décrit 

dans la littérature, i.e. l’activation de la voie Gq/PLC/Ca2+/PKC et de la MAPK ERK1/2 

(Cvetković et al., 2013; Castano et al., 2009). Ici, notre difficulté à mettre en évidence un 

recrutement de la β-Arrestine 2 et la liaison du KP-10 au récepteur Kiss1R-P2.59 par notre 

stratégie de HTRF peut éventuellement s’expliquer par une association constitutive du 
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récepteur à la GRK2 et aux β-Arrestines 1 et 2 conduisant ainsi à un turn-over constitutif de 

Kiss1R-P2.59 (Pampillo et al., 2009). De plus, des études récentes ont proposé que suite à son 

internalisation, ce dernier soit rapidement recyclé à la membrane, alors qu’une faible 

proportion de ce récepteur s’engage dans la voie de la dégradation (Bianco et al., 2011). 

Ainsi, le récepteur Kiss1R-P2.59 pourrait être recyclé de manière dynamique en fournissant 

une quantité constante de liaison et de signalisation sous l’activation par le KP-10. 

Collectivement, nos données établissent aussi bien des similitudes que des différences quant 

aux voies de signalisation engagées par les récepteurs P2.58 et P2.59, et renforcent le nœud 

majeur que représente la signalisation par Gi/0 et les β-Arrestines des récepteurs P2.58, en 

l’absence ici de données sur le recrutement des protéines G12 et G13. En revanche, la question 

sur le rôle comparatif de ces différents récepteurs sur la migration cellulaire et le 

chimiotactisme reste non élucidée.  

 

2.2. Caractéristiques communes des récepteurs chimiotactiques UT-P2.58 et CXCR4-

P2.58 permettant de favoriser la migration directionnelle 

Les RCPG chimiotactiques, tels que les récepteurs CXCR4, formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), 

C5a, AT-1 ou encore leucotriène B4, induisent une migration cellulaire directionnelle et 

forment une catégorie de récepteurs tous couplés à Gi. Dans cette étude, nous avons confirmé 

le rôle pléiotrope de l’UT-P2.58 que nous avons montré associé à la migration, l’adhésion et 

la survie cellulaires (Brulé et al., 2014; Grieco et al., 2011). En particulier, une étude à 

laquelle j’ai participé menée au sein de l’équipe, a mis en évidence qu’un gradient de 

concentration d’UII induit la migration chimiotactique de cellules issues de gliomes humain 

via l’activation de la voie G13/Rho/ROCK d’une part, et de la voie Gi/o/PI3K d’autre part 

(Lecointre et al., 2015). Ces données correspondent aux multiples couplages décrits pour le 

récepteur chimiotactique professionnel CXCR4, avec notamment l’activation des voies 

G13/ROCK et Gi/o/PI3K (Rubin, 2009; Tan et al., 2006). En revanche, le rôle de Kiss1R-P2.59 

est presque systématiquement décrit comme suppresseur de métastases dans le mélanome, le 

cancer du sein ou encore dans le carcinome ovarien (Lee et al, 1996; Lee et welch, 1997; 

Jiang et al., 2005). Plus précisément, l’activation de Kiss1R-P2.59 par les KPs conduit à une 

inhibition de la migration et de l’invasion cellulaire (Navenot et al., 2009b; Li et al., 2012). 

Dans notre étude, nous avons ainsi testé la capacité des ligands des récepteurs UT-P2.58, 

CXCR4-P2.58 et Kiss1R-P2.59 à induire la migration chimiotactique ou la motilité cellulaire. 

Les expériences menées en chambres de Boyden modifiées montrent clairement que l’UII 

et le SDF-1α stimulent la migration chimiotactique, tandis que le KP-10 relaye 



Discussion-conclusion 

 - 176 - 
Jane-Eileen Joubert 

vraisemblablement la motilité, même administré en concentration homogène. Nous montrons 

pour la première fois la différence entre les récepteurs P2.58, qui semblent sensibles à une 

faible concentration de ligand et capables de réguler la migration chimiotactique de cellules 

polarisées via des mécanismes d’adhésion à la matrice, et les récepteurs P2.59, qui engendrent 

la motilité cellulaire même en concentration homogène de ligand.  

Cet aspect clé pourrait constituer un début de réponse au questionnement vis-à-vis de la 

capacité des récepteurs, généralement présents de manière homogène à la surface des cellules, 

à générer la polarisation d’une cellule et son déplacement dans une direction précise. Cela 

implique que les molécules engagées dans la réorganisation du cytosquelette doivent être 

temporairement régulées et spatialement contrôlées. Parmi ces protéines, celles qui 

constituent les adhésions naissantes et les points focaux d’adhésion matures ont récemment 

été décrites comme jouant un rôle majeur dans la régulation de la migration chimiotactique 

(Case et al., 2015). Comme attendu, nous avons observé une augmentation du nombre de 

cellules exprimant les récepteurs UT-P2.58 ou CXCR4-P2.58 en adhésion à une matrice de 

fibronectine, suite au traitement. Dans le cas de l’UT-P2.58, l’application d’UII conduit à la 

phosphorylation de la paxilline, à l’augmentation du nombre de points focaux d’adhésion 

(FA), à l’activation de la β-intégrine 1 et à une tendance à stimuler la FAK. Au contraire, bien 

que la stimulation du récepteur Kiss1R-P2.59 induise également une augmentation du nombre 

de FA, les cellules présentent une adhérence après stimulation par le KP-10 mais aucun 

facteur impliqué dans la maturation des FA ne semble activé, suggérant ainsi que les FA 

formés ne permettent que la motilité aléatoire.  

Les expériences préliminaires suggèrent que la migration directionnelle relayée par le 

récepteur UT-P2.58 requière un couplage, direct ou non, à la protéine G13, et non Gq, tandis 

que la motilité contrôlée par le récepteur Kiss1R-P2.59 semble totalement dépendante de Gq. 

Cette dernière observation est confortée par des résultats plus anciens qui montraient que les 

récepteurs P2.58 PAR-2 et AT1, présentant un couplage à la protéine Gq, ont la capacité 

d’induire la migration chimiotactique par un couplage indépendant de Gq (DeFea, 2007). En 

effet, le chimiotactisme relayé par ces deux récepteurs s’est avéré être dépendant des β-

Arrestines (Hunton et al., 2005, Ge et al., 2004). Dans la présente étude, la capacité de l’UT-

P2.58 et de CXCR4-P2.58 à recruter la β-Arrestine 2 a été démontrée. De plus, nous avons 

mis en évidence le caractère cyclique des mécanismes d’endocytose et recyclage de ces 

récepteurs, avec une disparition rapide des récepteurs à la surface cellulaire, suivie par un 

retour transitoire à la membrane plasmique et d’une nouvelle phase d’endocytose, sous 

activation continue par le ligand à faible concentration. Ce constat peut être mis en relation 
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avec des études montrant que la désensibilisation et le recyclage des récepteurs 

chimiotactiques sont essentiels au maintien de la polarisation cellulaire, et que dans ce 

mécanisme, les β-Arrestines peuvent servir de plateformes pour des protéines impliquées dans 

la réorganisation du cytosquelette (Caterina et al., 1995; Xiao et al., 1997). Dans notre étude, 

quelques minutes après l’activation de l’UT-P2.58, une diminution de la quantité de 

récepteurs détectés à la membrane plasmique ainsi qu’une diminution du nombre de points 

d’adhésion mais une augmentation de leur taille, sont observés. Un traitement de 15 min 

entraîne un recyclage des récepteurs à la membrane et un nombre accru des FA ainsi que 

d’une proportion plus importante d’adhésions naissantes.  

Bien que ces résultats méritent d’être confirmés, nous pensons que la deuxième phase 

d’activation de ERK1/2, précédemment observée (Brulé et al., 2014) et confirmée ici, peut 

être liée au cycle d’adhésion/dé-adhésion permettant la migration chimiotactique. En accord 

avec cette hypothèse, il a été montré que la migration cellulaire était coordonnée par une 

succession d’étapes d’adhésion et de détachement, et qu’un équilibre entre ces deux phases 

était nécessaire à un mouvement cellulaire optimal (Hautaniemi et al., 2005). Ainsi, le 

récepteur Kiss1R-P2.59 est capable d’augmenter le nombre de FA, sans pour autant présenter 

de cycle d’expression à la membrane, et sans régulation cyclique de la taille des FA et de 

l’activation de ERK1/2. L’absence de régulation spatio-temporelle permettrait au récepteur 

Kiss1R de promouvoir la motilité et non la migration chimiotactique. De plus, les cellules 

exprimant le récepteur Kiss1R-P2.59 et traitées au KP-10, présentent majoritairement plus 

d’un lamellipode, suggérant une plus grande aptitude à migrer de manière aléatoire.  

Si l’on compare l’ensemble des données sur les récepteurs P2.58 et P2.59, il ressort qu’un 

dynamisme impliquant i) la désensibilisation/re-sensibilisation des récepteurs, ii) 

l’augmentation de la taille des FA et la formation d’adhésions naissantes, et iii) la sélection du 

nombre de lamellipodes, sont fortement liés à la définition du chimiotactisme. En accord avec 

ce concept, des études récentes indiquent que i) la β-Arrestine 2 facilite, potentiellement par le 

biais d’un complexe Gβγ, le recyclage du récepteur δ-opïoide après liaison d’un agoniste 

faiblement internalisant (Audet et al., 2012; Pradhan et al., 2016), ii) le cycle des FAs au front 

de migration des cellules implique l’inhibition de processus autophagiques bloquant la 

dégradation probable des protéines impliquées dans les FA (Kenific et al., 2016, Coly et al. 

2016) et iii) la phosphorylation de la m-calpaïne par ERK1/2, favorise sa liaison au PIP2 et 

ainsi sa localisation l’arrière de la cellule en migration, ce qui joue un rôle central dans la 

dégradation des FAs et la migration directionnelle (Leloup et al., 2010; Shao et al., 2006).  
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Ainsi, nous proposons que l’activation d’un RCPG P2.58 par un agoniste faiblement 

désensibilisant conduit à l’activation des protéines G

une diminution de l’activité 

Arrestin 2 à la membrane et à une phosphorylation de ERK1/2 et à la dégradation des FAs.

Figure 28. Schéma hypothétique récapitulant les 
migration chimiotactique relayée par les RCPG P2.58. 

concentration homogène de ligand par les RCPGs de type P2.58 (UT) et P2.59 (Kiss1R) et activation des voies 
de signalisation qui permettraient la migration aléatoire ou motilité (droite) ou la migration directionnelle 
chimiotactique (gauche). Bas, gauche, le récepteur P2.58 peut lier avec une haute affinité l’agoniste en 
concentration non désensibilisante, coupler les voi
l’activité de la PKA, la voie G13, et G
phase pourrait conduire à l’activation de la formation des FAs. La phase de désensisibilisation
resensibilisation (retour à la membrane) suivie de l’activation de ERK1/2, et de la m
l’arrière de la cellule, seraient reponsable de la dégration localisée des FAs, et de la sélection d’un seul 
lamellipode pour la migration directionnelle. 
désensibilisante, coupler les voies G
favorisant potentiellement la dynamique constitutive des adhé
resensibilisation à la membrane plasmique et de seconde phase d’activation de ERK1/2, ne permettrait pas un 
contrôle efficace de la dégration localisée des FA, maintenant plusieurs lamellipodes par cellule, ce qui c
la motilité cellulaire.  
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Ainsi, nous proposons que l’activation d’un RCPG P2.58 par un agoniste faiblement 

désensibilisant conduit à l’activation des protéines Gi et potentiellement G

 de la voie AMPc/PKA, à la resensibilisation du récepteur/

Arrestin 2 à la membrane et à une phosphorylation de ERK1/2 et à la dégradation des FAs.

hypothétique récapitulant les profils de signalisation et les aspects dynamiques de la 
migration chimiotactique relayée par les RCPG P2.58. Haut, détection cellulaire d’un gradient et/ou d’une 
concentration homogène de ligand par les RCPGs de type P2.58 (UT) et P2.59 (Kiss1R) et activation des voies 

sation qui permettraient la migration aléatoire ou motilité (droite) ou la migration directionnelle 
, gauche, le récepteur P2.58 peut lier avec une haute affinité l’agoniste en 

concentration non désensibilisante, coupler les voies Gi/AC/AMPc/PKA pour entraîner une inhibition de 
, et Gq/PIPs/Ca2+ ainsi que hypothétiquement la β-arrestin 2. Cette première 

phase pourrait conduire à l’activation de la formation des FAs. La phase de désensisibilisation
resensibilisation (retour à la membrane) suivie de l’activation de ERK1/2, et de la m-calpaïne (associée à PIP2) à 
l’arrière de la cellule, seraient reponsable de la dégration localisée des FAs, et de la sélection d’un seul 

n directionnelle. Droite, le récepteur P2.59 peut lier l’agoniste en concentration non 
désensibilisante, coupler les voies Gq/PLC/PIPsCa2+ pour entraîner l’activation de la formation des FAs, en 
favorisant potentiellement la dynamique constitutive des adhésions cellulaires. L’absence de phase de 
resensibilisation à la membrane plasmique et de seconde phase d’activation de ERK1/2, ne permettrait pas un 
contrôle efficace de la dégration localisée des FA, maintenant plusieurs lamellipodes par cellule, ce qui c
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Une faible liaison des β-arrestines pourrait ainsi mener à un recyclage du récepteur à la 

membrane plutôt qu’à une dégradation, et à une deuxième phase d’activation de ERK1/2. 

L’inhibition de l’activité de la PKA, concomitante à la phosphorylation de ERK1/2 à la 

membrane conduirait à l’activation de la m-calpaïne à l’arrière de la cellule, pour favoriser le 

désassemblage des points focaux d’adhésion et la polarisation cellulaire (Figure 28). Bien 

entendu, d’autres mécanismes, tels que l’activité de FAK, seraient à prendre en considération 

(Webb et al., 2004). La motilité aléatoire stimulée par Kiss1R-P2.59, qui peut-être reliée aux 

changements morphologiques décrits dans la littérature (Navenot et al., 2009b), dépend de la 

voie de signalisation initiée par Gq et favorise l’adhésion et la migration (Figure 28). Nous 

proposons que la contraction et la migration cellulaire dépendrait, dans ce cas, de l’activation 

de la voie RhoA/Rac (Chikumi et al., 2002; Katoh et al., 1998; Vogt et al., 2003). En 

favorisant l’activité de Rac ainsi que certains effecteurs en aval, tels que WAVE (WASP-

family verprolin-homologous protein), les récepteurs P2.59 tels que Kiss1R-P2.59 pourraient 

« pousser » ces phénomènes dynamiques. 

 

2.3. Impact de la mutation ou du repositionnement de la proline du DTM2 dans 

l’activation des récepteurs P2.58 et P2.59 

Sur la base de ce schéma, il nous est apparu important de comprendre les différences 

subtiles entre la détection d’un gradient relatif à une migration directionnelle (chimiotactisme) 

et l’accélération des mouvements d’une manière aléatoire (motilité). Ainsi, notre but était de 

comprendre comment un récepteur P2.58 est capable de détecter une variation de 

concentration de ligands et/ou suivre un cycle de sensibilisation/désensibilisation, tous deux 

indispensables à la migration chimiotactique. Pour cela, nous avons généré des mutants pour 

lesquels la Pro du DTM2 a été remplacée par une Ala ou repositionnée en P2.59 (UT et 

CXCR4) ou en P2.58 (Kiss1R). L’ensemble des mutants générés semble correctement 

acheminé à la membrane plasmique, ce qui nous a permis d’effectuer des expériences de 

liaison et de fonctionnalité. Ces premiers éléments suggèrent que la proline du DTM2 des 

récepteurs PEP, SO et CHEM ne joue pas un rôle majeur dans l’adressage à la membrane 

plasmique. Il est intéressant de noter que le repositionnement de la proline en P2.59 pour des 

récepteur P2.58 a un effet sur les voies de signalisation du récepteur tout en maintenant une 

liaison du ligand. En accord avec ces données, il a été montré que la mutation de la proline du 

motif TxP en alanine diminue l’affinité du ligand pour le récepteur CCR5 et abolit sa 

signalisation (Arias et al., 2003), alors que la même mutation sur le récepteur AT1 n’affecte 

pas la liaison du ligand mais diminue significativement sa signalisation (Reis et al., 2007). 
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Ces résultats sont assez proches des observons sur nos mutants ∆UT-P2.58A/P2.59 et 

∆CXCR4-P2.58A/P2.59, qui perdent totalement les couplages aux protéines Gi1 et GoA et 

vraisemblablement à la protéine Gq, bien que l’on puisse toujours observer, pour les mutants 

du récepteur UT, une production d’IP1 et une motilité dépendante de Gq. La mutation ou le 

repositionnement de la proline effectué pour obtenir les mutants ∆Kiss1R-P2.59A et 

∆Kiss1R-P2.58 conduit à une diminution drastique du couplage à la protéine Gq impliqué 

dans la motilité cellulaire, alors qu’une légère accumulation d’IP1 est toujours observée. 

L’ensemble de ces résultats nous permet de dire que la proline en position P2.58 et P2.59 

intervient dans l’activation des récepteurs et leur signalisation. De plus, la proline en position 

2.58 semble déterminante pour un couplage aux protéines Gi/o alors que la 2.59 semble 

spécifique au recrutement de Gq. Nous avons également déterminé pour la première fois que 

le recrutement des β-Arrestines est inhibé pour les récepteurs mutants ∆P2.59, qui se 

comportent ainsi de la même manière que le récepteur Kiss1R-P2.59 sauvage. Ce dernier 

point reste à préciser, car il a été démontré que certains récepteurs P2.59 du groupe G0, 

comme le récepteur β2-AD, peuvent recruter les β-Arrestines (Ren et al., 2005).  

Les aspects évolutifs entre le récepteur Kiss1R comme prototype des récepteurs P2.59 

(PEP) et de l’UT (SO) ou du CXCR4 (CHEM) comme prototype des récepteurs P2.58, 

confèrent au récepteur UT une position centrale, puisqu’il semble avoir conservé le couplage 

Gq des récepteurs ancestraux tel que le récepteur Kiss1R, et acquis le couplage aux protéines 

Gi/o et probablement G13, spécifiques du chimiotactisme. C’est ainsi, probablement, la raison 

pour laquelle le récepteur mutant ∆UT-P2.59 reproduit au moins en partie le comportement 

de Kiss1R-P2.59. Ces propriétés communes entre ∆UT-P2.59 et Kiss1R-P2.59 reposent sur 

une motilité cellulaire relayée par un couplage Gq, la perte d’adhérence à une matrice et le 

recyclage cyclique du récepteur à la membrane plasmique, deux éléments cruciaux pour le 

désassemblage des points d’adhésion et la sélection des lamellipodes. À l’inverse, nous 

obtenons des résultats moins probants avec le mutant ∆Kiss1R-P2.58 qui ne semble pas avoir 

acquis de couplage aux protéines Gi/o et avoir perdu le couplage Gq (bien qu’une 

accumulation d’IP1 reste observable). Néanmoins, ce récepteur montre une tendance à réguler 

les propriétés d’adhésion des cellules et à produire un nombre réduit de lamellipodes, ce que 

l’on pourrait relier à l’activation de ERK1/2 dépendante des protéines G. Cette hypothèse est 

étayée par une étude qui montre l’éventuelle implication d’un découplage des récepteurs dans 

la formation/sélection des lamellipodes (Liu et al., 2012a). À ce stade, nous pensons qu’il est 

crucial de d’étudier la cinétique d’un potentiel couplage à la β-Arrestine 2 au cours de 

l’activation du récepteur ∆Kiss1R-P2.58, car des études ont montré que des leucocytes 
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n’exprimant pas la β-Arrestine 2 perdent leur capacité chimiotactique relayée par l’activation 

des récepteurs AT1 et PAR2 (Ge et al., 2004; Hunton et al., 2005). 

En résumé, nous pouvons proposer, de manière simplifiée et hypothétique, que le 

positionnement de la proline en P2.58 dans les récepteurs de classe Rhodopsine permet i) un 

couplage privilégié à la β-Arrestine 2 et ii) la possibilité d’un recyclage à la membrane, 

entraînant ainsi la re-sensibilisation des récepteurs. Ces complexes pourraient séquestrer 

ERK1/2 à la membrane plasmique avec d’autres effecteurs (DeFea, 2007), ce qui semble 

déterminant dans les processus d’adhésion/dé-adhésion et de chimiotactisme. Quant à elle, 

l’acquisition d’un couplage aux protéines Gi/o semble plus complexe et nécessite 

probablement des mutations corrélées par exemple au sein d’autres DTM.  

 

2.4. Changements conformationels menant à l’acquisition de la re-sensibilisation des 

récepteurs P2.58 et l’interaction à la β-Arrestine 2? 

En l’absence de toute modélisation moléculaire des récepteurs mutants ∆Kiss1R-P2.58, 

∆UT-P2.59 et ∆CXCR4-P2.59, nous ne pouvons qu’émettre des hypothèses quant aux effets 

du repositionnement de la proline du DTM2 sur la structure des récepteurs des groupes G0 et 

G1. Les études de modélisation et de cristallographie portant sur les RCPG ont permis de 

mettre en évidence que les profils atypiques de la proline dans le DTM2 (P2.59, P2.59 ou 

P2.60), ou même l’absence de proline, conduisent à une distorsion de l’hélice α caractérisée 

soit par un renflement (P2.59) soit par un coude (P2.58) (Cherezov et al., 2007; Fenalti et al., 

2014; Rasmussen et al., 2007; Warne et al., 2008; Wu et al., 2010). Les distorsions 

hélicoïdales jouent un rôle majeur dans la conformation globale des RCPG. En fait, la plupart 

des RCPGs possède un renflement α dans les DTM2 et DTM5 (Cartailler et Luecke, 2004; 

Rey et al., 2010), qui semble cependant également présent dans d’autres DTM (van der Kant 

et Vriend, 2014). Ces distorsions sont supposées être des caractéristiques importantes des 

RCPGs, et par conséquent, l’absence de ce type de renflement pourrait être directement liée à 

un processus particulier d’activation. Dans notre étude, la modélisation de la position de la 

proline au sein du DTM2 a confirmé une structure renflée pour le récepteur Kiss1R-P2.59 

sauvage et les mutants ∆UT-P2.59 et ∆CXCR4-P2.59, et une structure en coude pour les 

récepteurs sauvages UT-P2.58 et CXCR4-P2.58 et le récepteur mutant ∆Kiss1R-P2.58, 

suggérant qu’une perte d’un couplage spécifique à la β-Arrestine 2 (mais aussi aux protéines 

Gi/o) pourrait être attribuée à une structure en coude du DTM2. 

En fin de compte, les propriétés de liaison des ligands aux récepteurs P2.58 pourraient 

relayer les évènements de signalisation et les effets cellulaires spécifiques, ce qui se rapproche 
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d’un comportement biaisé. L’analyse des structures cristallographiques des RCPGs dans des 

états actifs ou inactifs propose des mécanismes d’activation communs aux RCPGs de la classe 

Rhodopsine, et met l’accent sur le coeur hydrophobe des RCPGs (Tehan et al., 2014) ou 

encore sur le rôle pivot du DTM3 (Dalton et al., 2015). Cependant, il a été démontré que 

l’activation des protéines G ou des β-Arrestines résulte de différents changements de 

conformation des récepteurs qui semblent conservés pour les récepteurs P2.59 et P2.58. Il est 

proposé que le couplage aux protéines G induit en effet un changement conformationel aux 

niveaux des chaînes latérales d’acides aminés impliquées dans des liaisons inter-DTM, 

conduisant au redressement du DTM3, à la cassure du DTM6 et à l’ouverture de la poche 

cytoplasmique de liaison aux protéines G (Tautermann, 2014). La liaison aux β-Arrestines 

implique quant à elle les DTM1, 2 et 7 reliés entre eux par un réseau de molécules d’eau et 

l’ion Na+. La comparaison de structure cristallographiques du récepteur muscarinique M2 

(groupe G0) et du récepteur δ-opioïdergique (cluster SO, groupe G1) montre qu’un réseau de 

molécules d’eau formé entre le motif NPxxY du DTM7, le motif WxP du DTM6 et le 

résidu N2.50 du DTM2, est très conservé (Gutiérrez-de-Terán et al., 2013). Il a été montré 

pour le récepteur A2A-AD (groupe G0) que le Na+ pouvait agir comme un modulateur 

allostérique négatif (Göblyös et Ijzerman, 2011; Magnani et al., 2008; Parker et al., 2008). 

Ainsi, les mécanismes qui différencient les récepteurs P2.58 des récepteurs P2.59 dans leur 

éventuelle propension à présenter un couplage particulier aux β-Arrestines pourrait résulter 

dans des variations subtiles des liaisons hydrogènes engageant le Na+, notamment entre les 

résidus N2.50 (DTM2) et S3.39 (DTM3). Dans le récepteur δ-opioïdergique, le Na+ est en 

interaction avec le résidu N3.35 dont la mutation induit une activité constitutive du récepteur 

vers la β-Arrestine 2 (Fenalti et al., 2014). Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que le 

résidu polaire en position 3.35, conservé au sein des récepteurs P2.58 opioïdergique, PAR1, 

CXCR4 mais aussi urotensinergique, constitue un caractère spécifique permettant une grande 

sensibilité à la liaison du ligand et au couplage des β-Arrestines responsables d’évènement 

intracellulaires spécifiques.  

En conclusion, notre travail a permis générer des pistes de réflexion quant au rôle 

spécifique de mutations évolutives telle qu’une délétion dans le DTM2 de RCPGs de la classe 

Rhodopsine, en étudiant les récepteurs P2.58 (UT ou CXCR4) et un récepteur peptidique 

Kiss1R ancestral. Nous proposons que la structure en coude du DTM2 des RCPGs de la 

famille SO, CHEM et potentiellement PUR présentant une P2.58, favorise l'acquisition de 

compétences spécifiques résidant dans une sensibilité élevée au ligand et au couplage β-
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Arrestine 2, responsables de la régulation spatio-temporelle des FAs, permettant la migration 

cellulaire chimiotactique.  
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Perspectives 

1. Du biais de signalisation du récepteur UT… 

Dans la première partie de cette étude, nous avons démontré le caractère pléiotrope du 

système urotensinergique dans un modèle de cellules HEK293 recombinantes pour le 

récepteur UT humain. Nous avons également détaillé les profils de signalisation des ligands 

endogènes de l’UT (UII et URP) ainsi que différents analogues peptidiques synthétiques. 

Nous avons mis en évidence l’existence d’un biais de signalisation de certains de ces ligands 

vers les protéines G, et même en faveur de certaines protéines G, et souligné la complexité de 

leur signalisation dans un modèle in vitro. Cependant, certaines questions restent maintenant à 

être abordées : 

♦ Quels sont précisément les voies de signalisation relayées par l’UII, l’URP et l’UII4-11 

conduisant à la diminution de la survie/prolifération et impliquées dans l’induction de 

l’apoptose dans le modèle de cellules HEK293 recombinantes ?  

♦ Comment peut-on exploiter le biais de signalisation du récepteur UT dans un modèle in 

vivo physiopathologique ? 

Il a été montré que certains RCPGs classiquement couplés à Gq, tels que le récepteur de la 

GnRH ou encore des prostaglandines, entraînent des évènements apoptotiques dans de 

nombreux modèles cellulaires via l’activation de c-Jun (JNK), corrélée à l’inhibition de la 

phosphorylation de AKT et l’activation de la PKC (Ben-Ami et al., 2011). Ainsi, afin d’étayer 

les voies de signalisation relayées par Gq et conduisant à la mort cellulaire, nous envisageons 

de rechercher l’effet de l’UII, l’URP, l’UII4-11 sur l’activation de la PKC, des voies 

PI3K/AKT et JNK, par Western blot et potentiellement grâce à l’utilisation de kits basés sur 

la technologie HTRF disponibles chez Cisbio®, permettant d’appréhender plus finement les 

aspects cinétiques. Des inhibiteurs pharmacologiques de la PKC (ruboxistaurin) et de JNK 

(SP600125) permettront d’évaluer leur rôle dans les effets anti-prolifératifs/pro-apoptotiques 

de l’UII, l’URP et l’UII4-11. Nous pourrions dans le même temps rechercher plus finement les 

voies de signalisation sur l’induction de la deuxième phase d’activation de ERK1/2 observée 

pour les agonistes endogènes de l’UT et l’UII4-11. 

Dans notre étude, il apparait que l’urantide entraine un biais de signalisation de l’UT 

complexe et particulièrement intéressant. Il a été montré au sein de l’équipe, que l’urantide, 

dans un modèle de choc septique chez la souris, permettait la survie de la grande majorité des 

animaux traités, la régulation de nombreux marqueurs de l’inflammation et un effet anti-

apoptotique sur le tissu rénal (en préparation). De plus, Dans un modèle d’hémorragie sous-
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arachnoïdienne, l’injection d’urantide dans le liquide céphalo-rachidien, semble prévenir le 

phénomène de vasospasme cérébral relayé par le récepteur UT (soumis). Enfin, l’injection 

intratumorale d’urantide, retarde la croissance de cellules gliomales xénogreffées chez la 

souris Nude, et conduit à une inhibition de l’angiogenèse intratumorale (soumis). L’ensemble 

de ces données suggère que l’urantide présente un intérêt thérapeutique majeur et indique 

qu’il est essentiel de caractériser in vivo le rôle des voies de signalisation, et notamment des 

voies biaisées dans la pathologie. Ainsi, en collaboration avec le Pr Leduc de l’Université de 

Sherbrook, nous allons élaborer de nouveaux ligands sur la base structurale de l’urantide, 

avec des modifications de l’extrémité N-terminale et/ou via l’introduction de cycle rigide 

artificiellement créés pour mimer celui présent dans la séquence de l’UII. En jouant sur ces 

éléments structuraux, et notamment en mutant la position 5 de l’urantide (Orn), nous espérons 

modifier les capacités de liaison de l’urantide afin d’en augmenter l’affinité et/ou l’efficacité 

et le temps de liaison au récepteur UT. Dans un premier temps, en collaboration avec le Dr. L. 

Prézeau, nous comptons évaluer les voies de signalisation de l’UT recrutées par ces différents 

ligands dans un modèle de cellules HEK293, puis dans des lignées natives telles que des 

cellules endothéliales ou tumorales humaines, grâce aux techniques de BRET et HTRF 

précédemment utilisées, ou de inhibiteurs pharmacologiques/siRNA ciblant ces voies de 

signalisation. Les effets cellulaires de ces ligands seront aussi évalués par des expériences de 

migration, d’adhésion, de prolifération et de mesure d’apoptose. À terme, nous évaluerons les 

effets de ces nouveaux peptides synthétiques sur les modèles cellulaires endothéliaux ou 

tumoraux en conditions pathologiques (hypoxie et/ou inflammation) et enfin, pour certains, 

dans les modèles pré-cliniques pathologiques in vivo. Ainsi, nous espérons découvrir de 

nouveaux ligands d’intérêt thérapeutique, capables de bloquer la voie de signalisation délétère 

dans la pathologie, mais de maintenir les voies de signalisation nécessaires au fonctionnement 

normal du récepteur.  

 

2. …vers la compréhension du mécanisme d’activation des récepteurs P2.58 

La deuxième partie de mon travail de thèse a permis de suggérer que la position spécifique 

de la proline du DTM2 des récepteurs SO, CHEM et PUR est responsable d’une structure en 

coude et d’un mécanisme d’activation particulier conduisant au chimiotactisme. Ce travail 

n’est pas finalisé et un certain nombre d’études restent encore à être menées pour 

confirmation. Ainsi, les questions suivantes restent posées : 
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♦ Quels sont les voies de signalisation engagées par les récepteurs présentant une proline 

en position 2.58 ou 2.59 relayant les effets pro-migratoires et pro-adhésifs de Kiss1R, 

de l’UT et de CXCR4? 

♦ Comment pourraient-être impliquées les β-Arrestines dans les processus cycliques de 

désensibilisation/recyclage à la membrane des récepteurs P2.58?  

♦ Quels sont les rôles du processus autophagique dans la fine régulation des points focaux 

d’adhésion au cours de la migration chimiotactique? 

♦ D’un point de vue évolutif, la proline en position 2.58 est-elle reliée à d’autres mutations 

au sein des DTM des récepteurs UT et CXCR4? Le mimétisme de ces mutations 

corrélées sur ces récepteurs permettrait-il de mieux démontrer le rôle de la proline dans 

la fonction chimiotactique des récepteurs? 

♦ Si tel est le cas, quels seraient les effets de l’expression et de l’activation de ces 

récepteurs dans un modèle d’étude in vivo ?  

Nos objectifs seront donc de finaliser notre étude. Il faudrait notamment déterminer la 

capacité de liaison de l’UII aux récepteurs UT-P2.58, ∆UT-P2.58A et ∆UT-P2.59 à l’aide de 

récepteurs-Snap-Tag, d’UII fluorescent rouge (UII-red) et de la technique d’HTRF. Nous 

devrons également confirmer la liaison du KP-10 au récepteur Kiss1R-P2.59 à l’aide d’un 

ligand radioactif [I125]-KP-10, puisqu’aucune liaison du KP-10 fluorescent rouge sur le 

récepteur Kiss1R-P2.59ST n’a pu être démontrée. Nous envisageons d’effectuer des 

expériences de compétition entre les ligands froid et chaud (fluorescents ou radioactifs) sur 

l’ensemble des récepteurs sauvages et mutants à l’aide de différents ligands (UII et URP, KP-

10 et KP-54). Une fois les capacités de liaison des ligands aux récepteurs déterminées, nous 

confirmerons l’implication des voies de signalisation associées à la protéine Gq dans la 

motilité relayée par les récepteurs Kiss1R-P2.59 et ∆UT-P2.59 à l’aide de l’inhibiteur de Gq 

UBO-QIC, de siRNA ciblant Gq, d’inhibiteur de Rac et éventuellement d’un siRNA dirigé 

RhoGEFp63, puisqu’il a été montré que cette dernière est impliquée dans la migration induite 

par la stimulation du GPR116 relayée par Gq (Tang et al., 2013) et dans la polymérisation des 

fibres d’actine régulée par RhoA, indispensable à la migration (van Unen et al., 2015). Nous 

confirmerons ensuite l’implication des voies de signalisation de la protéine Gα13 dans la 

migration chimiotactiques relayée par le récepteur UT-P2.58 grâce à l’utilisation d’un siRNA 

spécifique ainsi que d’inhibiteurs de Rho (toxine dérivée de la transférase C3) et de ROCK 

(Y27632), puisque l’ensemble de ces protéines est impliqué dans la migration relayée par UT 

(Lecointre et al., 2015) et CXCR4 (Tan et al., 2006). Nous espérons ainsi mettre en évidence 

que la position de la proline en position 2.58 favorise la migration chimiotactique par la voie 
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G13/Rho/ROCK, tandis que la proline en position 2.59 favorise une motilité cellulaire non 

directionnelle par une signalisation dépendante de Gq et éventuellement RhoGEFp63. Nous 

pourrions également évaluer l’impact de l’application de PTX et d’un inhibiteur de la PI3K 

(LY294002) afin de mettre en évidence la voie Gi/o/PI3K dans la migration induite par 

l’ensemble des récepteurs sauvages et mutants étudiés.  

Nous nous attacherons ensuite à déterminer l’implication de l’ensemble de ces voies de 

transduction dans la formation des FAs par marquages comparatifs de la paxilline, vinculine, 

taline et α-actinine qui permettront de mesurer la maturation, dans le temps, des FAs, après 

activation des différents récepteurs grâce à la technique d’immunofluorescence et par 

l’utilisation de siRNA et inhibiteurs susmentionnés. Il nous semble également indispensable 

d’approfondir les études de recrutement des β-Arrestines par les récepteurs, et ce d’un point 

de vue dynamique par des techniques time-lapse d’imagerie confocale (Spinning disk). Nous 

devrons aussi étendre nos analyses BRET et d’imagerie à la β-Arrestine 1, qui pourrait jouer 

un rôle important la désensibilisation/resensibilisation des RCPGs de type P2.58. 

Nous nous attacherons également à relier les différentes phases d’activation de ERK1/2 au 

couplage des protéines G et au recrutement des β-arrestines. Nous espérons ainsi confirmer 

notre hypothèse selon laquelle i) la première phase de phosphorylation de ERK1/2 est 

dépendante des protéines G et pourrait être stimulée par les récepteurs P2.59 et P2.58 et ii) la 

deuxième phase d’activation de ERK1/2 est dépendante des β-arrestines et donc des 

récepteurs P2.58, dans notre modèle d’étude. Pour cela, nous pourrions utiliser les siRNA et 

inhibiteurs mentionnés dans le paragraphe précédant, ainsi que des siRNA ciblant la β-

Arrestine 1 et 2, et évaluer l’activation de ERK1/2 relayée par les différents récepteurs P2.58 

et P2.59 sauvages et mutants, par la technique classique de Western blot ou encore, de 

manière plus originale et sensible, par l’utilisation d’un kit reposant sur le FRET proposé par 

CisBio®. 

Afin de démontrer l’implication des β-Arrestines dans la régulation fine et spatio-

temporelle des processus de recyclage des récepteurs et de désassemblage des FAs, nous 

envisageons d’effectuer des expériences d’imagerie sur cellules vivantes par la technique de 

microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRF). Cette technique très 

résolutive permet en effet de visualiser des évènements se situant à proximité de la membrane 

plasmique. Grâce à celle-ci, nous pourrions visualiser l’interaction des récepteurs fusionnés à 

eGFP et des β-Arrestines fusionnées à des protéines fluorescentes rouges (mCherry, pmKate, 

mTomato), après nous être assuré que l’encombrement stérique que représentent les protéines 

fluorescentes n’interfère pas dans l’interaction des deux protéines d’intérêt. Nous pourrions 
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également utiliser cette méthode afin de détecter de manière dynamique la régulation des FAs, 

grâce à l’utilisation de protéines des complexes d’adhésion fusionnées à des protéines 

fluorescentes. Cette technique représenterait un atout majeur dans la compréhension des 

mécanismes dynamiques sous-tendus par la migration chimiotactique.  

Les données récentes et originales de notre équipe sur l’implication du processus 

autophagique dans les mécanismes d’assemblage/désassemblage des FAs (Kenific et al., 

2016) et de migration chimiotactique relayés par les RCPGs (Coly et al., 2016), nous 

permettent d’envisager le rôle des calpaïnes. En particulier, l’effet de l’inhibition de 

l’expression des calpaïnes sur la stimulation des FAs relayée par les différents récepteurs, 

ainsi que la dynamique d’assemblage et désassemblage seront évalués. Pour cela, nous 

pourrions de nouveau utiliser la microscopie TIRF, en utilisant par exemple la paxilline 

fusionnée à eGFP pour visualiser les points d’adhésion, et une LC3 fusionnée à mCherry pour 

visualiser des autophagosomes. Etant donné que l’inhibition de l’autophagie permettant 

éventuellement le maintient des FA à l’avant de la cellule, semble dépendante des couplages 

Gi/o (résultats non publiés de l’équipe, Coly et Morin), nous chercherons un mécanisme 

spécifique qui lie les récepteurs P2.58, l’autophagie et la régulation spatio-temporelle des 

points d’adhésion. 

Comme évoqué dans l’introduction (cf. Chapitre 1§ 2.2.2), les résidus sérine et thréonine 

en position i-2/3 et i+2/3 (i étant la position de la proline) sont très importants dans la 

courbure et la distorsion d’une hélice α induite par une proline (Deupi et al., 2004; Weber et 

al., 2012), et seraient impliqués dans les mécanismes d’activation de certains récepteurs 

couplés au proteines G. On peut notamment citer l’influence du résidu thréonine du motif TxP 

présent au sein du DTM2 du récepteur CCR5 (Govaerts et al., 2001a). En fait, dans la classe 

Rhodopsine avec P2.58, 81% des récepteurs présente cette proline dans un motif S/TxP, 

contre 1% dans un motif PxT. À l’inverse, parmi les récepteurs P2.59, la proline se trouve 

dans un motif S/TxP dans seulement 18% des cas, contre 26% dans motif PxT/S (Deupi et al., 

2004). Si l’on s’intéresse à ces motifs au sein des clusters PEP, SO, CHEM et PUR, 42% des 

récepteurs du cluster SO qui présentent une proline en position 2.58, ont un motif S/TxP. Ce 

pourcentage monte à 66% dans le cluster PUR et 80% dans le cluster CHEM. À l’inverse, ce 

pourcentage est de seulement 5% pour les récepteurs du cluster PEP présentant une proline en 

position 2.59. Dans les récepteurs PEP, cette proline est incluse dans un motif PxT dans 30% 

des cas (alignement des séquences peptidiques du DTM2 de chacun des récepteurs des 

clusters PEP, SO, CHEM et PUR grâce à la base de donnée G protein coupled receptors data 

base). Dans notre étude, nous avons volontairement conservé les motifs S/TxP et PxT 
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présents dans le DTM2 des récepteurs étudiés (i.e. SxP pour UT, TxP pour CXCR4 et PxT 

pour Kiss1R) afin de nous concentrer spécifiquement sur le rôle de la position de la proline au 

sein du DTM2 dans les processus de migration chimiotactique. Ainsi, nous envisageons de 

générer les mutants ∆Kiss1R-T2.56P2.58, ∆UT-P2.59T2.61 et ∆CXCR4-P2.59T2.61 et 

d’évaluer leur capacité à recruter de nouvelles voies de couplage et à relayer potentiellement 

une motilité et/ou migration chimiotactique. 

Dans le même ordre, l’évolution du cluster SO par rapport au cluster PEP a impliqué, en 

plus de la délétion ancestrale d’un codon dans le DTM2, d’autres mutations corrélées, telle 

que la mutation au niveau du résidu 3.37. Chez les chordés et les vertébrés, un résidu tyrosine 

est effectivement très conservé à cette position au sein des récepteurs des clusters SO, CHEM 

et PUR (Pelé et al., 2011). Cependant, il s’avère que le récepteur UT, contrairement au 

CXCR4, possède une histidine (H, résidu basique) et non une tyrosine (Y, résidu polaire) en 

position 3.37. Il a également été montré que le résidu polaire 3.35 du récepteur β2-AD est 

impliqué dans un réseau d’interaction inter-DTM impliquant le Na+, et conservé dans de 

nombreux récepteurs (il s’agit d’une thréonine pour le récepteur UT et d’une asparagine pour 

le récepteur CXCR4). Nous pourrions, conjointement au repositionnement de la proline du 

DTM2 chez nos mutants, générer la mutation des résidus polaires 3.37 et/ou 3.35 en résidus 

apolaires (leucine, valine ou alanine) et vérifier les capacités de liaison, de couplage et de 

migration/adhésion. Nous pourrons ainsi vérifier des rapprochements en terme de couplage du 

récepteur UT, vers les couplages du récepteur CXCR4, e.g. la perte sélective du couplage Gq.  

À l’issue de ces études, et si nous trouvons des mutations qui induisent des changements 

sélectifs dans les voies de signalisation et les effets cellulaires des différents récepteurs, nous 

souhaiterions évaluer l’effet de l’expression et de l’activation de ces derniers dans un modèle 

de cellules murines pré-tumorales NIH3T3, que nous pourrions xénogreffer chez la souris 

Nude. En utilisant des récepteurs fusionnés à l’eGFP, il serait possible d’étudier les caractères 

pro-invasifs et/ou pro-métastatiques de chacun des récepteurs.   
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