teurs. Nous utilisons actuellement diffé-
rents modéles animaux afin d’apporter
la preuve du concept que la reptine est
effectivement une cible attractive. ¢

A little less respite

for hepatocellular carcinoma?
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Nouveau dialogue
entre récepteurs

et protéines G trimériques
« Une danse a corps enlacés »

Céline Galés, Michel Bouvier

>Les récepteurs couplés aux pro-
téines G (RCPG) constituent la plus
grande classe de récepteurs membra-
naires. lls régulent un large éventail de
processus physiologiques et représen-
tent donc des cibles importantes pour
le développement de médicaments.
Les RCPG assurent la conversion de
signaux extracellulaires en messa-
ges intracellulaires via des protéi-
nes G hétérotrimériques of3y. Selon le
modele « collisionnel » généralement
accepté et déduit d’expériences réa-
lisées dans des systémes reconstitués,
I’activation de la protéine G passe par
son recrutement par le RCPG occupé
par I'agoniste, suivi de sa dissocia-
tion en sous-unités o et diméres By
capables d’agir sur leurs effecteurs
respectifs [1] (Figure 14). Bien que
différentes techniques biophysiques
permettent d’appréhender les chan-
gements conformationnels du RCPG
ou de la protéine G consécutifs a leur
activation [2], la dynamique des réar-
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rangements structuraux se produisant
a Pinterface des deux partenaires est
@ ce jour encore inconnue.

Nous avons récemment étudié les rela-
tions RCPG/protéine G et les méca-
nismes d’activation de celle-ci en
tirant profit du principe biophysique
de transfert d’énergie bioluminescente
par résonance (BRET) [3]. Ce transfert
d’énergie se produit entre une protéine
donneuse d’énergie, la luciférase de
Renilla reniformis, et une protéine
acceptrice d’énergie, un variant de la
protéine fluorescente verte, GFP [4]
lorsque la distance entre partenaires
est inférieure a 100A. Il est trés sen-
sible a ce parametre car son efficacité
est fonction de la distance donneur/
accepteur a la puissance 6, ce qui fait
du BRET un outil de choix pour étudier
les interactions protéine-protéine et
les changements conformationnels.
Ainsi, '« étiquetage » de RCPG et de
sous-unités des protéines G avec les
partenaires BRET, nous a permis de
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mesurer pour la premiere fois I’in-
teraction et les mouvements entre
un RCPG et les protéines G en temps
réel dans des cellules vivantes [3].
Ce premier travail, réalisé en utilisant
le récepteur B, adrénergique et les
sous-unités Gy ou Gy, nous a permis
de valider I'utilisation des biosenseurs
décrits plus haut pour mesurer ’enga-
gement de la protéine G consécutif a
I’activation du RCPG. l'activation du
RCPG entraine une augmentation du
signal BRET, suggérant un rapproche-
ment entre le RCPG et la protéine G
compatible avec le modéle «colli-
sionnel ». Toutefois, en Iabsence de
stimulation I"observation d’un signal
BRET basal spécifique n’excluait pas la
possibilité que "augmentation du BRET
reflete un réarrangement moléculaire
local au sein d’un complexe RCPG-

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200723111031
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protéine G préexistant. Pour tester
cette possibilité, nous avons multiplié
«les yeux » de la protéine G en créant
une série de sondes susceptibles de
mieux rendre compte des changements
moléculaires, procurant ainsi un plus
grand nombre de «points de vue »
[5]. Différents senseurs BRET ont été
fusionnés aux sous-unités Gy, GP;
et Gy, permettant ainsi non seulement
de mesurer I'interaction du RCPG avec
les trois sous-unités de la protéine G,
mais aussi les interactions entre Go et

GBy (Figure 2/). Des sondes ont éga-
lement été introduites dans trois posi-
tions de la sous-unité Go,;; rendant
ainsi perceptibles les mouvements
a partir de plusieurs points de réfé-
rence dans la méme protéine. Cette
stratégie de multi-positionnement a
permis d’observer des augmentations
ou des diminutions du signal BRET en
fonction de la position des sondes, et
donc d’indiquer que les modulations
du signal BRET induites par I"agoniste
refletent des changements confor-

mationnels d’un complexe RCPG-pro-
téine G préformé a I’état de base. La
cinétique rapide des changements de
BRET (t;,,~ 250 ms) est compatible
avec cette hypothése. Par ailleurs,
la stabilité du signal durant les pre-
miéres minutes d’activation est aussi
difficilement conciliable avec le
modele «collisionnel » qui propose
une dissociation rapide du complexe.
€n effet, une séparation du RCPG et
des sous-unités Go. et GBy devrait
conduire a une perte rapide du signal
BRET, ce qui n’a pas été

A Agoniste

€tat basal
1

£tat basal
1

Figure 1. Modéles d’activation des protéines G hétérotrimériques par les RCPG. A. Modéle « collisionnel ». A Pétat
basal, la protéine G se trouve sous forme d’un hétérotrimére composé des sous-unités Gy fortement associées
entre elles et physiquement dissocié du récepteur (1). U'activation du récepteur par le ligand agoniste entraine
le recrutement de la protéine Gy au récepteur avec pour conséquence, un échange GDP/GTP au niveau de la
sous-unité Ga (2). Cet échange entraine la dissociation du récepteur et des sous-unités Go et GPy libres capa-
bles d’activer leurs effecteurs (3). B. Modéle « conformationnel ». A I’état basal, la protéine G hétérotrimérique

est déja associée au récepteur (1). La liaison d’un ligand agoniste induit un changement conformationnnel du

Association

observé méme en utili-
sant une protéine Gaij;
mutante déficiente en

extracellulaire

activité GTPasique qui,
Membrane N .
blasmigue selon le m.odele c.|c155|
) ) que, devrait favoriser la

f intracellulaire , _—
2 y dissociation. Ces don-
< ey nées suggerent donc que
activation des protéi-
\ / nes G résulte d’un réar-
Effecteurs rangement conforma-

Dissociation/Activation
3

Agoniste

Effecteurs

Changement conformationnel/Activation
2

récepteur au sein du complexe préexistant entrainant 'activation de la protéine G (2).
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extracellulaire

Membrane
plasmique

intracellulaire

tionnel d’un complexe
RCPG-GaPy préformé
sans dissociation rapide
de ses composantes
(Figure 1B). Au-deld
d’un nouveau modeéle
opérationnel pour les
RCPG, I'application de
la stratégie de « multi-
sondes BRET » au sein
du complexe Gofy nous
a permis de proposer
un modele structural
d’activation du trimere
GaPy compatible avec
les données de cristal-
lographie et de modé-
lisation moléculaire [2,
6, 7]. Selon ce modéle
(Figure 2B), I’activa-
tion de la protéine G par
le récepteur induit un
réarrangement relatif de
la sous-unité Ga et du
dimere GBy qui se tra-
duit par une ouverture
du domaine hélical de



Go requise pour I’échange GDP/GTP.
Dans le méme temps, une réorgani-
sation de 'interface entre le domaine
GTPasique de Gou et GPy permettrait
I’engagement sélectif de leurs effec-
teurs propres.

€n conclusion

Notre travail suggere qu’une fraction
importante des RCPG existe sous forme
pré-complexée avec GaPy et que I'ac-
Cter-GFP tivation de la protéine G par le RCPG
¢ ouRluc releve d’un réarrangement structural
de ce complexe. D’un point de vue
conceptuel, I"existence d’un tel com-
plexe pourrait permettre une modu-
lation spatio-temporelle sélective
des effecteurs régulés par un couple
RCPG/protéine G donné. La descrip-
tion récente de complexes constitu-
tifs entre RCPG et effecteurs [8] ou
entre protéine G et effecteurs [9, 10]

renforce cette notion de complexes
de signalisation pré-assemblés. D’un
point de vue technique, notre travail
suggere que des bio-senseurs BRET
multiplexés RCPG/protéine G seront
utiles pour identifier les voies de
) signalisation spécifiques engagées par
un RCPG donné, en particulier par les
récepteurs orphelins. lls permettront
aussi d’apprécier des conformations
distinctes des complexes RCPG/pro-
téine G stabilisées par des ligands
ayant des propriétés pharmacologi-
ques différentes. ¢

New talk between receptor

and trimeric G proteins:

“an intertwined body dance”

122 RLuc

Nter-GFP-G[3

Activation du récepteur

Linkerl
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PGC-1a régule la jonction
neuromusculaire et améliore
la dystrophie musculaire de

Duchenne
Anne-Sophie Arnold

>Lle coactivateur la du récepteur y
activé par le proliférateur du peroxi-
some (PPARY), ou PGC-la, identifié
par I’équipe de Christoph Handschin et
Bruce Spiegelman, confére une spécificité
transcriptionnelle a PPARy [1]. Ce fac-
teur est en fait une plateforme protéique
qui relie les facteurs de transcription au
complexe d’initiation de la transcription
et participe au traitement de ’ARN mes-
sager cible.

La fonction principale de PGC-lal est
de stimuler 'augmentation du nombre
de mitochondries ainsi que le métabo-
lisme oxydatif. Ce facteur est en effet trés
exprimé dans les tissus caractérisés par
un métabolisme oxydatif intense, comme
le cceur, le rein, le cerveau, le tissu adi-
peux brun, et le muscle squelettique [2].
C’est en particulier au niveau de ce dernier
tissu que PGC-1ow semble jouer un réle tres
important. La concentration en PGC-1o
est plus forte dans les muscles riches en
fibres de type | et Il a, comme le muscle
soléaire [3], et I'expression de PGC-1ot est
favorisée par 'exercice, a la fois chronique
et aigu [4]. Il a été suggéré que ce facteur
pourrait étre le médiateur des effets anti-
apoptotiques qu’exerce I'activité nerveuse
sur la masse musculaire.
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PGC-1o

et la jonction neuro-musculaire

Ainsi, PGC-1laL semble étre un régulateur
important dans le programme de la jonc-
tion neuromusculaire (JNM). La taille et
la morphologie de la JNM évoluent pen-
dant le développement, mais également
selon le degré d’activité physique ainsi
que la distribution des différents types
de fibres musculaires présents. D’aprés
Handschin et al., PGC-1o est tres impor-
tant dans le cadre de I"adaptation du
muscle aux changements d’activité
(exercice, modifications physiologi-
ques), mais il n’a qu’un role modéré dans
la régulation des fonctions musculaires
de base. Les niveaux d’expression de
PGC-la sont également importants pour
la formation des agrégats de récepteurs
a I'acétylcholine dans les fibres muscu-
laires isolées, une des étapes précoces
de I'installation de la JNM.

Les voies de signalisation de I'agrine
et de la neuréguline 1 (NRG-1), deux
acteurs essentiels dans la formation
et la plasticité de la JNM, convergent
toutes les deux vers le facteur de trans-
cription GA binding protein (GABP),
dont Pactivité est régulée par PGC-1la
[5, 6]. Pour la premiere fois, il est

montré que PGC-lov établit une réelle
liaison physique avec GABP et la coac-
tive. €n fait, PGC-1lo est nécessaire
pour que la phosphorylation de GABP
activée par NRG-1 (et par conséquent
I’augmentation d’expression des genes
de la JNM) ait lieu. Cette interaction
entre PGC-1ou et GABP dépend étroite-
ment de leur état de phosphorylation
respectif. Les auteurs suggerent que les
modifications post-traductionnelles de
GABP sont responsables du recrutement
de PGC-1at par GABP.

Action bénéfique

de PGC-10t dans les myopathies

Les auteurs de cette étude ont fait des
observations tres intéressantes chez
des souris mdx (le modeéle animal clas-
sique pour la myopathie musculaire de
Duchenne ou DMD) transgéniques pour
I’expression ciblée de PGC-1lal uni-
quement dans le muscle. Il en résulte
une amélioration nette du phénotype
de ces souris qui se traduit par des
niveaux plus bas de créatine kinase,
une réduction du nombre de [ésions
nécrotiques, une moindre altération
des fibres musculaires, et une amé-
lioration des fonctions musculaires



