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R£SUM£ 

Les r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (RCPGs) constituent la plus grande famille de r®cepteurs 

membranaires. Les RCPGs activ®s par des mol®cules vasoactives comme l'angiotensine II (Ang 

II), l'acide lysophosphatidique (LPA) et la thrombine (Thr) peuvent d®clencher des r®ponses 

inflammatoires suivant, entre autres, lôactivation de deux familles de facteurs de transcription: NF-

kB (facteur nucl®aire kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) et AP-1 (prot®ine activatrice 

1). La signalisation m®di®e par les RCPGs est ainsi particuli¯rement cruciale dans des maladies 

telles que l'ath®roscl®rose, o½ l'inflammation chronique incontr¹l®e pose un probl¯me majeur. 

Quoique le facteur 6 associ® au r®cepteur du facteur de n®crose tumorale (TRAF6), une E3 

ubiquitine ligase, joue des r¹les cl®s dans les r®ponses aux stimuli inflammatoires classiques (IL-

1b) et suivant lôactivation des r®cepteurs des cellules B (BCR), son r¹le dans la signalisation 

inflammatoire m®di®e par les RCPGs reste ¨ ®lucider. Suivant de courtes stimulations aux LPA et 

Thr, les extraits cellulaires provenant de cellules d®pourvues de TRAF6 (MEFs TRAF6-/-) et de 

cellules g®n®tiquement modifi®es surexprimant un domaine de liaison de chaine de polyubiquitine 

libres (HACAT-ZnF-4xUBP) ont ®t® purifi®s et soumis ¨ des analyses par immunopr®cipitation et 

immunobuvardages (extraits prot®iques) ou analyse RT-qPCR (ARN).  Nos r®sultats d®montrent 

que lôactivation des cascades signal®tiques compos®es de TAK1-IKKb-NF-kB de m°me que 

TAK1-JNK1/2-p38-AP-1 est significativement diminu®e en absence de TRAF6. Nos r®sultats 

sugg¯rent ®galement que TRAF6 est responsable de la gen¯se de chaines libres de polyubiquitines 

li®es ¨ la lysine 63, lesquelles se retrouvent dans les immmunocomplexes compos®s de TAK1 et 

IKKb et contr¹lent lôexpression des g¯nes ¨ r®ponse rapide FOS et EGR1. Suivant la production 

rapide et transitoire de chaines libres de polyubiquines par TRAF6, nos r®sultats d®montrent que 

TRAF6 est un effecteur important de la r®ponse des RCPGs inflammatoires. Nous proposons que 

la gen¯se rapide et transitoire de chaines libres de polyubiquines pourrait °tre consid®r®e comme 

un nouveau second messager.    

 

 

Mots-cl®s : RCPGS, INFLAMMATION, POLYUBIQUITINATION EN LYSINE 63, NF-ȾB, AP-

1, ACIDE LYSOPHOSPHATIDIQUE (LPA), THROMBINE (THR), ANGIOTENSINE II (ANG 

II) 
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ABSTRACT 

G protein-coupled receptors (GPCRs) are part of the largest family of membrane receptors. GPCRs 

activated by vasoactive molecules such as angiotensin II (Ang II), lysophosphatidic acid (LPA), 

and thrombin (THR) can trigger inflammatory responses through, among others, the activation of 

two families of transcription factors: NF-əB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated b cells) and AP-1 (activator protein 1). GPCR-mediated signaling is therefore particularly 

crucial in diseases such as atherosclerosis, where uncontrolled chronic inflammation is a major 

link to the development of the disease. Although tumor necrosis factor receptor-associated factor 

6 (TRAF6), an e3 ubiquitin ligase, plays key roles in classical inflammatory responses (e.g., IL-

1ɓ) and B cell receptor (BCR) activation, its role in GPCR-mediated inflammatory signaling 

remains to be clarified. Following short stimulations with LPA and THR, cell extracts from traf6-

deficient cells (TRAF6-/- MEFs) and genetically modified cells overexpressing a free 

polyubiquitin chain-binding domain (HACAT-ZnF4x-UBP) were purified and analyzed using 

immunoprecipitation and western blotting (protein extracts) or RT-qPCR (RNA). Our results 

demonstrate that the activation of the TAK1-IKKɓ-NF-əB and TAK1-JNK1/2-p38-AP -1 signaling 

cascades is significantly reduced in the absence of TRAF6. Our results also suggest that TRAF6 

is responsible for the generation of free lysine 63-linked polyubiquitin chains, which are found in 

TAK1 and IKKɓ immunocomplexes and regulate the expression of early-response genes FOS and 

EGR1. Given the rapid and transient production of free polyubiquitin chains by TRAF6, our 

findings demonstrate that TRAF6 is an important effector in GPCR-induced inflammatory 

responses. We propose that the rapid and transient generation of free polyubiquitin chains could 

be considered a novel second messenger. 

 

 

 

 

KEYWORDS: GPCRS, INFLAMMATION, LYSINE 63-LINKED POLYUBIQUITINATION, 

NF-ȾB, AP-1, LYSOPHOSPHATIDIC ACID (LPA), THROMBIN (THR), ANGIOTENSIN II 

(ANG II) 
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CHAPITRE I : LES R£CEPTEURS COUPL£S AUX PROT£INES G (RCPG) 

1. Introduction aux r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (RCPG) 

La signalisation cellulaire est un processus n®cessaire qui permet ¨ la cellule de r®pondre et de 

sôadapter ¨ son environnement, contribuant ainsi ¨ lôhom®ostasie du corps humain. Les processus 

de signalisation cellulaire d®butent par un signal externe (premier messager, ligand, agoniste) qui, 

par leur liaison ¨ des r®cepteurs membranaires ou intracellulaires, induit et amplifie ce ç premier 

message chimique è par la g®n®ration rapide et transitoire de mol®cules agissant comme seconds 

messagers qui seront pr®sent®es ci-dessous. Parmi les principaux r®cepteurs cellulaires, la famille 

des r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G repr®sente la majorit® des r®cepteurs cellulaire et ont 

plusieurs r¹les essentiels dans la transmission du signal cellulaire affectant un large ®ventail de 

fonctions physiologiques n®cessaires du corps (1). Parmi les r¹les majeurs des RCPGs, on peut 

citer la r®gulation de la r®ponse immunitaire, du m®tabolisme ®nerg®tique et de la perception 

sensorielle (2). En raison de leur large distribution et de leur polyvalence, les RCPGs sont des 

cibles cruciales en pharmacologie, et les m®dicaments qui influencent directement leur activit® 

sont facilement disponibles sur le march® sous forme dôagonistes et antagonistes. 

1.1 Structure et fonction des RCPGs 

Les RCPGs repr®sentent la famille de r®cepteurs la plus importante du corps humain. Ils jouent un 

r¹le crucial dans la fa­on dont nos cellules communiquent entre elles-m°mes et r®agissent ¨ 

lôenvironnement. Ils affectent de nombreux organes en d®tectant des signaux extracellulaires, tels 

que les hormones, les neurotransmetteurs, les changements physiques et la lumi¯re. Bien quôil 

existe de nombreuses familles de r®cepteurs RCPG, ils partagent une structure similaire compos®e 

de sept domaines h®licoµdales Ŭ transmembranaires attach®es par trois boucles extracellulaires et 

trois boucles intracellulaires (Figure 1) (3). De nombreux ligands peuvent se lier aux domaines 

extracellulaires du r®cepteur pour induire un changement de conformation afin dôactiver le 

r®cepteur. Lors de lôactivation, les r®gions intracellulaires du r®cepteur facilitent lôinteraction avec 

les mol®cules de signalisation et permettent au r®cepteur lôinitiation dôune cascade de signalisation 

intracellulaire. 



16 

 

 

Figure 1 : La structure dôun r®cepteur coupl® aux prot®ines G (RCPG). Repr®sentation 

sch®matique dôun RCPG dans la membrane plasmique. Le r®cepteur est caract®ris® par sept 

domaines transmembranaires ou h®lices transmembranaires (TM), une extr®mit® extracellulaire 

N-terminale et une extr®mit® intracellulaire C-terminale. Les boucles extracellulaires (EL) et les 

r®gions transmembranaires (TM mauve) servent en tant que site de reconnaissance et de liaison de 

ligands. Cette liaison induit un changement conformationnel du r®cepteur conduisant ¨ lôactivation 

des prot®ines G dans les sections transmembranaires et sur lôextr®mit® C-terminale (r®gions vert 

et turquoise) (3). 

1.2 Aper­u du cycle dôactivation classique des prot®ines G par les r®cepteurs coupl®s aux 

prot®ines G (RCPGs) 

Avant de discuter de lôinitiation du cycle des RCPGs, il est important de noter que les RCPGs 

peuvent exister selon un mod¯le ¨ deux ®tats, o½, en lôabsence de tout ligand capable de se lier ¨ 

un r®cepteur, les RCPGs peuvent exister ¨ la fois dans un ®tat inactif (R) et dans un faible 

pourcentage, dans un ®tat actif (R*) (4, 5, 6). Les agonistes sont des ligands capables de se lier aux 

r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (RCPG) et de favoriser la stabilisation de leur conformation 

active (R*), ce qui augmente la probabilit® dôactivation du r®cepteur et d®clenche une r®ponse 

biologique (Figure 2A, £tape 1). Toutefois, cette activation nôest pas simplement une 

transformation directe de tous les r®cepteurs vers un ®tat actif. En r®alit®, les RCPG existent selon 

un ®quilibre dynamique entre plusieurs ®tats conformationnels, incluant des formes partiellement 
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actives, inactives ou pleinement actives. La liaison dôun agoniste modifie cet ®quilibre en 

favorisant les conformations actives, plut¹t que dôimposer un unique ®tat R* (7). Cette activation 

est g®n®ralement associ®e ¨ un changement de conformation du r®cepteur, qui permet lôinteraction 

avec la prot®ine G h®t®rotrim®rique en aval (Figure 2A. £tape 2). Cet ®tat de conformation active 

facilite lôassociation et lôinteraction de la forme h®t®rotrim®rique de la prot®ine G, compos®e des 

sous-unit®s GŬ, Gɓ et Gɔ, qui existent librement dans la r®gion intracellulaire de la membrane 

cellulaire. La prot®ine G h®t®rotrim®rique associ®e au RCPG pourra ensuite °tre activ®e en 

favorisant lô®change de guanosine diphosphate (GDP) pour une guanosine triphosphate (GTP) sur 

la sous-unit® GŬ gr©ce ¨ des facteurs dô®change de nucl®otides de guanine (GEFs) (Figure 2A. 

£tape 3). Une fois activ®e, la sous-unit® GŬ se dissocie du dim¯re Gɓɔ (Figure 2A. £tape 4), et 

les complexes GŬ-GTP et Gɓɔ peuvent interagir et r®guler ind®pendamment des effecteurs en aval, 

tel que des enzymes (ad®nylate cyclase, phospholipase C) ou des canaux ioniques, selon le type de 

sous-unit® GŬ (Figure 2A. £tape 5) (1). Quatre familles connues de la prot®ine GŬ peuvent agir 

sur une diversit® dôeffecteurs, selon le type de ligand ou de r®cepteur activ®. Ces interactions 

entra´nent la g®n®ration de seconds messagers qui propagent le signal ¨ lôint®rieur de la cellule, 

conduisant ¨ diverses cascades de signalisation intracellulaire. Le complexe Gɓɔ est un complexe 

stable et reste ensemble m°me apr¯s lôactivation du r®cepteur. Il joue un r¹le similaire au complexe 

GŬ-GTP par sa capacit® ¨ aussi activer des signalisations secondaires sur des effecteurs. La 

signalisation se termine lorsque la sous-unit® GŬ hydrolyse le GTP en GDP gr©ce ¨ son activit® 

GTPase intrins¯que, ramenant la sous-unit® GŬ ̈  son ®tat inactif. La sous-unit® GŬ-GDP se 

r®associe ensuite avec la sous-unit® Gɓɔ, reformant ainsi le complexe h®t®rotrim®rique inactif 

(Figure 2A. £tape 6). La signalisation des RCPGs peut °tre d®sensibilis®e par la phosphorylation 

du r®cepteur par des kinases sp®cifiques des RCPGs (GRKs) et la liaison subs®quente des 

arrestines, qui bloquent lôactivation suppl®mentaire des prot®ines G et peuvent entra´ner 

lôinternalisation du r®cepteur (Figure 2B). 
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Figure modifi®e dôAnnu Rev Biochem. 2018 Jun 20; 87 : 897ï919 

Figure 2. Sch®ma du cycle classique dôactivation des prot®ines G par les r®cepteurs coupl®s 

aux prot®ines G (RCPGs). A. La liaison dôun ligand au RCPG entraine un changement de 

conformation vers un ®tat plus actif (1A-1B). Ce changement conformationnel du r®cepteur 

favorise le recrutement (3A) et lôactivation du complexe h®t®rotrim®rique GŬɓɔ/GDP par 

lô®change dôune GDP pour une GTP (4A). Cette activation entrain la dissociation du complexe 

h®t®rotrim®rique sous forme de prot®ines GŬ/GTP et Gɓɔ (4ôA) actives capables dôactiver des 

effecteurs en avale (5A). La terminaison du signal est m®di®e par lôhydrolyse du GTP en GDP 

effectu®e par lôactivit® intrins¯que de la sous-unit® alpha permettant la r®association des complexes 

GŬ/GDP et Gɓɔ. B. La signalisation des RCPGs est d®sensibilis®e par la phosphorylation du 

r®cepteur par des kinases sp®cifiques des RCPGs (GRKs) menant ̈ lôinternalisation et le recyclage 

du r®cepteur (1).    
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1.3 Classification des r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G 

Les r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (RCPGs) sont divis®s en plusieurs classes en fonction de 

leurs caract®ristiques structurelles, de lôhomologie de s®quence et des similitudes fonctionnelles. 

Ces classes aident ¨ cat®goriser la vaste diversit® des RCPGs, qui r®pondent ¨ divers stimuli, tels 

que des mol®cules comme les hormones, les prot®ines et les neurotransmetteurs, ainsi que des 

signaux sensoriels, telles que la perception de la lumi¯re par la d®tection des photons, le go¾t ou 

les odorants (3). Comme mentionn® pr®c®demment, les RCPGs partagent une structure commune 

de sept h®lices transmembranaires, mais diff¯rent consid®rablement dans leurs domaines de liaison 

aux ligands et leurs m®canismes de signalisation intracellulaire. Les principales familles de RCPGs 

incluent les r®cepteurs de la classe A (rhodopsin-like), de la classe B (secretin-like), de la classe C 

(m®tabotropes du glutamate) et de la classe F (Frizzled/Smoothened), chacune ayant des 

caract®ristiques distinctes et des r¹les biologiques sp®cifiques dans le corps (7). 

 

1.3.1 Classe A 

La classe A (r®cepteurs de type rhodopsine) est la plus grande et la plus diversifi®e des familles 

de RCPGs, comptant environ 719 r®cepteurs (8). Ces r®cepteurs lient une large gamme de ligands, 

y compris des acides amin®s, des peptides, des prot®ines, des lipides, la m®latonine, des 

nucl®otides, des st®roµdes et m°me des stimuli sensoriels comme la lumi¯re (rhodopsine) (9). Les 

RCPGs de classe A sont caract®ris®s par un domaine N-terminal extracellulaire et par les r®gions 

transmembranaires TM3, TM5 et TM6 hautement conserv®. Plus de 500 m®dicaments ciblent cette 

classe, ce qui en fait une famille cruciale pour le d®veloppement pharmaceutique. Notre ®tude vise 

particuli¯rement les r®cepteurs AT1R, LPARs et PARs qui appartenant ¨ cette classe de RCPG. 
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1.3.2 Classe B 

La classe B (secretin-like receptors) comprend des r®cepteurs qui lient deux familles distinctes de 

grandes hormones peptidiques : les peptides de type s®cr®tine (B1) et de type adh®sion (B2). Ces 

r®cepteurs ont un domaine extracellulaire plus large que ceux des RCPGs de classe A, crucial pour 

la reconnaissance et la liaison des ligands. La famille des s®cr®tines joue un r¹le cl® dans la 

r®gulation m®tabolique, la r®ponse au stress et la croissance, ce qui en fait des cibles importantes 

pour traiter des maladies, telles que le diab¯te et lôob®sit®. Par exemple, les r®cepteurs du 

glucagon GLP-1R et GLP-2R joue un r¹le crucial dans lôhom®ostasie du glucose (10, 11). Un 

exemple r®cent et c®l¯bre de m®dicament utilis® pour combattre le diab¯te est le s®maglutide, 

®galement connu sous le nom dôOzempic, un agoniste qui se lie et active s®lectivement le 

r®cepteur GLP-1 (12). Dôun autre c¹t®, les r®cepteurs de type adh®sion (B2) jouent surtout un r¹le 

dans lôadh®sion cellulaire et la migration (13). 

1.3.3 Classe C 

La classe C (r®cepteurs m®tabotropes du glutamate et autres) est caract®ris®e par ses larges 

domaines extracellulaires de liaison aux ligands appel®s ç domaine en pi¯ge ¨ mouches ; Venus-

Trap domain è, capables de capturer et de lier le ligand pour d®clencher lôactivation du r®cepteur. 

Une caract®ristique distinctive de cette classe de r®cepteurs est que lôactivation n®cessite souvent 

lôhomodim®risation ou lôh®t®rodim®risation de deux r®cepteurs de classe C (14). Cette famille 

comprend les r®cepteurs m®tabotropes du glutamate (mGluRs), le r®cepteur sensible au calcium 

(CaSR), le r®cepteur gustatif de type 1 (T1R) et les r®cepteurs GABA. Ces r®cepteurs jouent des 

r¹les cl®s dans la transmission synaptique et les fonctions sensorielles, comme le go¾t et lôodorat, 

et sont ®galement cruciaux pour le maintien de lôhom®ostasie du calcium dans lôorganisme. Leur 

m®canisme dôactivation distinct en fait une cible int®ressante pour le d®veloppement de 

m®dicaments modulant les fonctions neurologiques et m®taboliques (14, 15). 
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1.3.4 Classe F 

La classe F (r®cepteurs Frizzled/Smoothened) est une famille plus petite et sp®cialis®e de RCPGs 

impliqu®s dans les voies de signalisation du d®veloppement, en particulier dans les voies de 

signalisation Wnt et Hedgehog (8). Les r®cepteurs Frizzled jouent un r¹le cl® dans la voie Wnt, 

qui contr¹le la prolif®ration, la migration et la polarit® cellulaires pendant le d®veloppement. Les 

r®cepteurs Smoothened sont essentiels pour la signalisation Hedgehog, qui r®gule la formation des 

tissus et le maintien des cellules souches. La d®r®gulation de ces voies est souvent li®e au cancer, 

ce qui fait des RCPGs de la classe F un domaine important de recherche en oncologie et en 

m®decine r®g®n®rative (8, 16, 17). 

Pour r®sumer, la classification des RCPGs en diff®rentes familles refl¯te leur diversit® en termes 

de structure, de sp®cificit® des ligands et de r¹les physiologiques. Chaque famille contribue de 

mani¯re unique ¨ la communication cellulaire et a des implications significatives pour la sant® et 

leur disfonctionnement est directement li® ¨ plusieurs maladies, faisant des RCPGs une cible 

centrale dans la d®couverte de m®dicaments et les interventions th®rapeutiques (8). 
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1.4 Les familles des prot®ines G 

Comme mentionn® pr®c®demment, ̈  la suite des changements de conformation des RCPGs et de 

leur r¹le de facteur dô®change de nucl®otides guanyliques (GEF), les prot®ines G sont activ®es puis 

se dissocient en deux formes : GŬ li® au GTP et Gɓɔ, capables dôinteragir avec des effecteurs. Les 

prot®ines GŬ sont class®es en quatre grandes familles, chacune interagissant avec ses effecteurs 

pour induire des voies de signalisation RCPG distinctes. 

1.4.1 Famille GŬs 

Les prot®ines GŬs, ®galement connues sous le nom de prot®ines GŬ stimulatrices, sont divis®es en 

trois sous-familles : GŬs, GŬsXL et GŬsolf. La fonction principale de la sous-unit® GŬs classique 

li® au GTP est dôactiver lôad®nylate cyclase, une enzyme qui convertit lôad®nosine triphosphate 

(ATP) en ad®nosine monophosphate cyclique (AMPc), un second messager se retrouvant dans le 

cytosol. Cette augmentation de lôAMPc cytosolique conduit ¨ lôactivation de la prot®ine kinase A 

(PKA) et, par cons®quent, aux voies de signalisation induites par la PKA (18) (Figure 3). La 

signalisation PKA joue un r¹le important dans la r®gulation cellulaire, influen­ant divers processus 

pathophysiologiques, tels que lôob®sit® (19), le m®tabolisme du glycog¯ne (20) et le 

d®veloppement du cancer (21). La GŬsXL est une variante de GŬs caract®ris® par son tr¯s long 

domaine N-Terminal extracellulaire. Cette variante est capable dôactiver lôadnylyl-cyclase de 

mani¯re similaire ¨ GŬs, toutefois elle a dôautres r¹les sp®cialis®s toujours sous investigation (22, 

23). Pour ce qui en est de la sous-famille GŬsolf, elle joue un r¹le dans la transduction du signal 

olfactif, permettant la d®tection des odeurs (24).  
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Figure 3. Modulation double de lôad®nylate cyclase par les prot®ines GŬs et GŬi.  ê gauche, 

la voie stimulatrice montre un r®cepteur coupl® ¨ une prot®ine GŬs, dont lôactivation par un ligand 

induit la stimulation de lôad®nylate cyclase. Cette activation entra´ne une augmentation de la 

production dôAMPc, un second messager cl® dans lôactivation de prot®ines kinases A (PKA) et la 

r®gulation de nombreux processus cellulaires. ê droite, la voie inhibitrice illustre un r®cepteur 

activant une prot®ine GŬi, qui, une fois activ®e, inhibe lôactivit® de lôad®nylate cyclase, r®duisant 

ainsi la production dôAMPc et att®nuant la signalisation en aval (18). 
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1.4.2 Famille GŬi/o 

Les prot®ines GŬi/o constituent la plus grande famille de prot®ines GŬ, comprenant 4 sous-familles 

principales (GŬi1, GŬi2, GŬi3 et GŬo), ainsi que 2 sous-familles sp®cialis®es (GŬt et GŬgust). 

Contrairement ¨ la croyance populaire de lôactivit® inhibitrice de la prot®ine GŬi, les sous-unit®s 

de la famille GŬi/o exercent deux activit®s distinctes sur lôad®nylate cyclase. Lors de stimulations 

aigu±s des RCPGs capables de lier et dôactiver les prot®ines GŬi/o par lô®change du GDP par du 

GTP, lôenzyme ad®nylate cyclase est inhib®e, ce qui entra´ne une diminution du second messager 

AMPc dans le cytosole (Figure 3, Figure 4A). Toutefois, une activation plus prolong®e et 

chronique des RCPGs capables de lier et dôactiver GŬi/o conduit ¨ une activation de lôad®nylate 

cyclase par un processus pharmacologique appel® sensibilisation (sensitization). La sensibilisation 

d®bute quand les agonistes ne sont plus attach®s au r®cepteur, qui en cons®quence, diminue 

lôinhibition de lôad®nylate cyclase qui reprend le r¹le de produire de lôAMPc et essayer de ramener 

le niveau dôAMPc. Cette r®ponse cellulaire adaptative est connue sous le nom de sensibilisation 

h®t®rologue de lôadn®lylate cyclase. Toutefois suivant cette sensibilisation, lôad®nylate cyclase se 

retrouve excessivement activ®e, ce qui conduit ¨ des taux accrus dôAMPc pendant une phase 

ult®rieure de la courbe (Figure 4B) (25). 

La localisation des GŬi est largement distribu® dans le corps. Toutefois les sous-familles, tel que 

GŬo est plus sp®cialis® et se trouve principalement dans la signalisation neuronale, dans des 

r®cepteurs tels que les r®cepteurs opioµdes, les r®cepteurs GABAB, les r®cepteurs Ŭ 2-

adr®nergiques, ou encore les r®cepteurs muscariniques de lôac®tylcholine, pour nôen citer que 

quelques-uns (22). Dôautre parts, GŬt et GŬgust sont impliqu®s dans le syst¯me sensoriel jouant 

respectivement un r¹le dans la vision et dans le sens du go¾t (26). 

Les RCPG coupl®s aux prot®ines G de type GŬi/o, tout comme d'autres sous-types de prot®ines G, 

peuvent activer des effecteurs en aval non seulement ¨ partir de leur sous-unit® Ŭ, mais ®galement 

par lôinterm®diaire du dim¯re Gɓɔ lib®r® apr¯s dissociation de la prot®ine G. Le dim¯re Gɓɔ 

associ® ¨ GŬi/o est capable de moduler plusieurs cibles intracellulaires, telles que les canaux 

ioniques, la phospholipase C-ɓ (PLC-ɓ) et la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), menant ¨ 

lôactivation de voies d®pendantes de la prot®ine kinase C (PKC). (27). 
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Figure 4. Sch®ma de lôactivit® de la voie dôactivation de la prot®ine GŬi/o au fil du temps. A. 
Lôactivation aigu± de GŬi/o inhibe lôad®nylate cyclase et diminue les niveaux dôAMPc 

cytosolique. B. Lôactivation chronique de GŬi/o conduit ¨ des niveaux plus ®lev®s dôAMPc 

cytosolique via lôad®nylate cyclase (28). 
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1.4.3 Famille GŬq/11 

Les prot®ines GŬq/11 sont divis®es en plusieurs sous-familles : GŬq, GŬ11, GŬ14 et GŬ15/16. La 

sous-unit® GŬq/11 li® au GTP stimule lôactivit® de la phospholipase C-ɓ (PLC-ɓ), une enzyme cl® 

dans la signalisation cellulaire. La PLC-ɓ agit en clivant le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

(PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et diacylglyc®rol (DAG). Cette cascade de signalisation, 

m®di®e par la production dôIP3, conduit ¨ lôactivation des canaux calciques pr®sent sur la surface 

du r®ticulum plasmique, entra´nant ainsi la mobilisation du calcium du RE vers le cytoplasme. Le 

calcium agit alors comme second messager pour propager et amplifier la r®ponse cellulaire. 

Lô®l®vation des niveaux de calcium cytosolique et du DAG active la prot®ine kinase C (PKC), 

d®clenchant une cascade dô®v®nements de signalisation cellulaire rapide par la phosphorylation de 

diverses prot®ines cibles (Figure 5). 

Bien que GŬq/11 soit exprim® dans tout le corps, GŬ14 est exprim® dans des parties sp®cifiques, 

telles que la rate, les poumons, les reins, le pancr®as, le foie, les testicules et les cellules stromales 

adh®rentes de la moelle osseuse. Lôexpression tissulaire de GŬ 15 et GŬ 16 est fortement restreinte 

et principalement localis®e dans les tissus riches en cellules h®matopoµ®tiques et dans les types 

cellulaires dôorigine h®matopoµ®tique. Leur implication dans ces tissus souligne leur importance 

dans la r®gulation de lôactivation et de la communication des cellules immunitaires en r®ponse ¨ 

divers stimuli (28). 



27 

 

 

Figure 5. M®canisme dôactivation de la prot®ine kinase C (PKC) suivant la stimulation dôun 

RCPG coupl® ¨ la prot®ine GŬq/11. La liaison du ligand au r®cepteur active les sous-unit®s GŬq 

ou GŬ11, qui ¨ son tour active la phospholipase C (PLC). Cette enzyme hydrolyse le PIP en deux 

seconds messagers : IP (augmentation du Ca2+ cytoplasmique) et DAG (recrutement et activation 

de la PKC). Lôaugmentation du calcium cytoplasmique et lôactivation de la PKC, induisent de 

nombreuses r®ponses cellulaires. 
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1.4.4 Famille GŬ12/13 

Les sous-unit®s GŬ12/13 sont pr®sentes dans tout le corps (26) et sont principalement connues 

pour lôactivation des voies de signalisation des kinases associ®es ¨ Rho (ROCK). Les ROCK 

influencent directement des fonctions cellulaires, telles que la croissance, la diff®renciation et 

lôorganisation du cytosquelette par lôactivation en aval des GTPases Rho (Figure 6) (29). 

Lôactivation chronique des r®cepteurs coupl®s ¨ GŬ12/13 a montr® quôelle contribue aux maladies 

inflammatoires en remodelant le cytosquelette cellulaire et en favorisant le processus dôinvasion 

des cellules immunitaires (30). De plus, cette voie est ®galement impliqu®e de la m°me mani¯re 

dans la progression et la propagation du cancer (29). 

 

 

 

Figure 6. M®canisme de signalisation de lôactivation dôun RCPG par la sous-unit® GŬ12/13. 
ê la suite de lôactivation du r®cepteurs, la sous-unit® GŬ12/13 active la GTPase RhoA en 

favorisant lô®change du GDP pour du GTP. Une fois activ®, RhoA-GTP initie des voies de 

signalisation impliquant la Rho-associated kinase (ROCK) responsable de plusieurs m®canismes 

telles que la croissance, la diff®renciation et lôorganisation du cytosquelette (29).  
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1.5 La signalisation intracellulaire suivant lôactivation des RCPG et les seconds messagers 

Lôactivation du r®cepteur de la membrane plasmique nôest que le d®but de la transduction du signal 

De nombreux effecteurs et peptides sont impliqu®s dans ce processus. Les seconds messagers sont 

des mol®cules rapidement produites ou lib®r®es ¨ lôint®rieur du cytoplasme de la cellule suivant 

lôactivation des effecteurs ou dôenzymes pour transduire le signal. Parmi les seconds messagers, 

on compte notamment lôad®nosine monophosphate cyclique (AMPc), le diacylglyc®rol (DAG), 

lôacide phosphatidique (PA), lôinositol 1,4,5-trisphosphate (IP3), le calcium, lôoxyde nitrique 

(NO), la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) et les esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne (ROS) 

(31). Les prot®ines effectrices et les seconds messagers sont localis®s et concentr®s ̈  des sites 

sp®cifiques pr¯s de la membrane plasmique. Par exemple, la r®partition subcellulaire de 

lôad®nylate cyclase, y compris certaines isoformes sensibles aux GPCR retrouv®es au niveau des 

endosomes ou dôautres compartiments intracellulaires, des phosphodiest®rases et de la prot®ine 

kinase A (PKA), joue un r¹le essentiel dans la compartimentation spatiale et temporelle de la 

signalisation de lôAMPc. (32). Un autre exemple est la signalisation du calcium m®di®e par la 

Phospholipase C beta (PLCɓ). Le niveau de calcium cytoplasmique est limit® par son stockage 

dans le r®ticulum endoplasmique et les mitochondries. Le stockage et la lib®ration du calcium 

suivant la production dôIP3 dans la cellule sont des processus qui sont bien contr¹l®s et sont 

rel©ch®s et produits respectivement en r®ponse ¨ plusieurs types de signaux cellulaires (33). 

Plusieurs prot®ines et complexes prot®iques sp®cifiques, tels que la ɓ-arrestine2 ou les 

signalosomes Carma3-BCL10-MALT1, jouent aussi un r¹le dans la transduction du signal tel que 

la signalisation inflammatoire telle que NF-əB et AP-1 (34). De plus amples d®tails sur ce 

processus dôinitiation de la signalisation suivront les r®gions subcellulaires d'activation des voies 

inflammatoires m®di®e par les r®cepteurs RCPG. La distribution subcellulaire de seconds 

messagers permet un contr¹le pr®cis de la signalisation RCPG, permettant aux cellules de r®pondre 

avec pr®cision aux signaux extracellulaires et de maintenir lôhom®ostasie dans une r®ponse 

biologique adapt®e. Il a ®t® pr®c®demment d®montr® quôune d®r®gulation des r®gions 

subcellulaires ou de ces seconds messagers conduit ¨ une transduction dysfonctionnelle du signal 

en aval (34, 35). Le sujet de th¯se actuel se concentrera sur la compr®hension du r¹le de RCPG 

sp®cifiques dans lôactivation dôune r®ponse inflammatoire en ®tudiant les multiples prot®ines 

effectrices et un nouveau important second messager, la polyubiquitine li® sur la lysine 63, qui 

jouent un r¹le cl® dans lôamplification de la signalisation inflammatoire. 
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CHAPITRE II :  LôINFLAMMATION 

2.0 Quôest-ce que lôinflammation? 

Lôinflammation est le processus immunitaire utilis® par le corps pour se d®fendre contre les stimuli 

exog¯nes nocifs. Lorsque le corps entre en contact avec des agents invasifs, comme des virus et 

des bact®ries, ou quôil subit un traumatisme, comme des cellules endommag®es, des toxines ou des 

temp®ratures extr°mes, une r®ponse immunitaire imm®diate se produit sur les zones touch®es 

entrainant une r®action inflammatoire aigu±, caract®ris®e par une rougeur, un gonflement ou une 

sensation de br¾lure et douleur (36). 

Bien que lôinflammation en tant que m®canisme de d®fense aide les cellules ¨ r®tablir 

lôhom®ostasie des tissus endommag®s, lôinflammation aigu± se transforme souvent en 

inflammation chronique plus prolong®e. Une inflammation chronique constante pourrait conduire 

¨ des maladies caus®es par un ph®nom¯ne appel® inflammation non r®solutive (Nonresolving 

Inflammation) (37). Lôinflammation chronique est entretenue par lôactivation de divers r®cepteurs, 

notamment les r®cepteurs classiques de la r®ponse inflammatoire, tels que les r®cepteurs du facteur 

de n®crose tumorale (TNFR), les interleukines (IL), les r®cepteurs de type Toll (TLR) et les 

r®cepteurs de lectine de type C (CLR), les r®cepteurs des cellules B (BCR) et les r®cepteurs des 

cellules T (TCR). Ses r®cepteurs sont connus pour °tre impliqu®s dans le maintien de cet ®tat 

inflammatoire persistant (38, 39). Pour ce qui en est des r®cepteurs RCPG, ils jouent aussi un r¹le 

central dans plusieurs maladies inflammatoires, notamment lôath®roscl®rose, qui est lôune des 

principales causes de mortalit® au monde, affectant un tiers de la population mondiale (40, 41), le 

cancer (42), la fibrose (43) et plusieurs autres maladies touchant plusieurs organes (39). Les 

principaux r®cepteurs RCPG qui seront ¨ lô®tude dans ce m®moire, capables dôinduire une 

signalisation inflammatoire m®di®e par les RCPG, sont les r®cepteurs de lôangiotensine II (Ang 

II), les r®cepteurs de lôacide lysophosphatidique (LPAR) et les r®cepteurs activ®s par les prot®ases 

(PAR). 

Lôactivation de ces r®cepteurs initie des voies de signalisation inflammatoires qui activent des 

facteurs de transcription, d®clenchant ainsi une r®ponse cellulaire adapt®e pour prot®ger la cellule. 

Parmi ces voies, NF-əB et AP-1 sont particuli¯rement bien caract®ris®s et seront au cîur de cette 

®tude (39, 44). Ces facteurs de transcriptions jouent un r¹le cl® dans la r®gulation de lôexpression 
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des g¯nes pour induire la production de cytokines, chimiokines, mol®cules dôadh®sion cellulaire, 

g¯nes anti-apoptotiques et facteurs de croissance. 

2.1 Phosphorylation des prot®ines et destin cellulaire 

La phosphorylation des prot®ines est une modification post-traductionnelle (PTM) des prot®ines 

qui facilite la transduction du signal. La phosphorylation est un processus biochimique d®pendant 

de lôATP qui ajoute un groupe phosphate (PO4) ¨ une prot®ine par lôinterm®diaire dôenzymes 

appel®es kinases. Ce groupement phosphate (PO4) sera g®n®ralement ajout®e sur les groupes 

hydroxyles des acides amin®s de la prot®ine. Ains, les r®sidus s®rines (S), thr®onines (T) et 

tyrosines (Y) sont les cibles des prot®ines kinases. Cette phosphorylation provoquera un 

changement de conformation dans la structure de la prot®ine. Ce changement structurel exposera 

ou masquera des sites sp®cifiques ou des domaines dôinteraction qui provoqueront lôactivation ou 

lôinactivation de la fonction de la prot®ine (Figure 7). La phosphorylation des prot®ines, comme 

nous le verrons tout au long de ce document, est un processus biochimique essentiel impliqu® dans 

de nombreuses ®tapes de signalisation cellulaire et de transduction de la signalisation cellulaire 

(45). 

 

 

Figure 7 : La phosphorylation dôune prot®ine par une kinase peut la rendre active ou 

inactive. Une kinase transf¯re un groupe phosphate (PO4) ¨ un r®sidu sp®cifique (s®rine, thr®onine 

ou tyrosine) dôune prot®ine cible. A. Cette modification post-traductionnelle peut induire soit une 

activation, B. soit une inhibition de la prot®ine, selon sa structure, son emplacement et les 

interactions quôelle r®gule (45). 
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2.2 NF-əB : M®diateur cl® de lôinflammation et de lôimmunit® 

Lôamplificateur de cha´ne l®g¯re du facteur nucl®aire kappa des cellules B activ®es, ®galement 

connu sous le nom de NF-əB, a ®t® d®couvert pour la premi¯re fois en 1986 par Ranjan Sen (46). 

ê la suite de cette d®couverte, les recherches autour de ce facteur de transcription nucl®aire ont 

explos®. Plusieurs r®ponses cellulaires ont ®t® associ®es ¨ lôactivation de ce facteur de transcription 

dont dans la r®gulation de notre r®ponse immunitaire, le contr¹le de lôinflammation, le maintien 

de la croissance et la survie des cellules. Cette voie de signalisation fait toujours lôobjet de 

nombreuses recherches dans les domaines du cancer, des maladies inflammatoires, de 

lôimmunologie, des maladies chroniques, de la fibrose et bien dôautres (47). La recherche sur la 

r®gulation pr®cise de cette voie de signalisation pourrait conduire ¨ une meilleure compr®hension 

du d®veloppement et des causes sous-jacentes des maladies associ®es et pourrait contribuer au 

d®veloppement de m®dicaments pharmaceutiques essentiels pour les combattre. 

2.2.1 Structure et activation des facteurs de transcription NF-əB 

Les sous-unit®s NF-əB sont des facteurs de transcription capables de reconna´tre et de se lier sur 

des s®quences əB de lôADN. La famille NF-əB comprend cinq sous-unit®s connues : RELA (p65), 

c-Rel, RelB, p105 (p50) et p52 (p100) (48). Selon le type de voie NF-əB activ®e, ces prot®ines 

formeront divers homodim¯res ou h®t®rodim¯res pour activer et r®guler des r®gions sp®cifiques de 

lôADN et induire lôexpression des g¯nes dans lôinflammation et la r®ponse immunitaire. La 

signalisation NF-əB peut °tre activ®e par deux voies distinctes : les voies de signalisation 

canoniques et non canoniques. 

2.2.2 Voie de signalisation canonique de NF-əB 

La voie de signalisation canonique du NF-əB est une voie qui permet aux cellules de se d®fendre 

rapidement contre les stimuli externes d®clench®s par lôimmunit® inn®e ou lôinflammation aigu±. 

Parmi les exemples de stimuli capables dôinitier ces voies, on peut citer le TNF-Ŭ, lôIL-1 ou le LPS 

pour nôen citer que quelques-uns (49, 50, 51). Une fois activ®e, elle induira la production de 

mol®cules pro-inflammatoires, telles que les cytokines, les chimiokines, les mol®cules dôadh®sion 

et les prot®ines anti-apoptotiques (49, 50). La transduction du signal dans la voie de signalisation 

canonique est m®di®e par deux unit®s centrales : IəBŬ et le complexe IKK. 
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2.2.3 IəBŬ 

Pour donner suite ¨ la d®couverte des facteurs de transcription NF-əB en 1986, on a d®couvert 

deux ans plus tard quô̈  lô®tat de repos, les sous-unit®s NF-əB se trouvent dans le cytoplasme sous 

une forme inactive. Cette forme inactiv®e est due ¨ dôautres prot®ines appel®es inhibiteur de NF-

əB (IəB). Plusieurs isoformes existent, IəBŬ ®tant la plus caract®ris®e. Cette derni¯re se fixe aux 

sous-unit®s NF-əB et inhibe leur capacit® ¨ se d®placer vers le noyau pour se lier aux r®gions 

dôADN (52). Les principales sous-unit®s impliqu®es dans lôactivation de la voie de signalisation 

canonique de NF-əB sont les RELA (p65) et p50, qui forment des h®t®rodim¯res inactifs dans le 

cytoplasme li® ̈  IəBŬ. Pour arr°ter lôinhibition de NF-əB, IəBŬ est phosphoryl®e par les kinases 

IəB (IKK) sur les sous-unit®s S32/S36 (53). Ensuite, la forme phosphoryl®e dôIəBŬ est reconnue 

par le complexe SCFɓ-TrCP. Ce complexe est une ubiquitine ligase (E3) capable de 

polyubiquitiner IəBŬ pour la d®gradation prot®asomale (54). Cette d®gradation de lôIəBŬ permettra 

aux sous-unit®s cytoplasmiques NF-əB dô°tre lib®r®es (54, 55). La lib®ration des sous-unit®s NF-

əB leur permet dôexposer leur domaine de localisation nucl®aire (Nuclear localization signal ou 

NLS), puis permet aux sous-unit®s dô°tre reconnues par les importines. Les importines sont des 

transporteurs capables de faciliter lôinteraction de NF-əB avec le complexe de pore nucl®aire 

(Nuclear pore complexe ou NPC) afin dô°tre transloqu® vers le noyau (56). Les facteurs de 

transcription se lieront ¨ des r®gions sp®cifiques de lôADN (sites əB) et mobiliseront la machinerie 

transcriptionnelle impliqu®e dans la r®gulation de la transcription des g¯nes inflammatoires. 

2.2.4 Le Complexe IKK 

Lors de lôactivation de la signalisation NF-əB, le complexe IKK compos® de la prot®ine 

dô®chafaudage r®gulatrice IKKɔ, ®galement connue sous le nom de NEMO, va aider ¨ fixer deux 

prot®ines kinase (IKKŬ et IKKɓ) via leur domaine de liaison NEMO (NBD). Plusieurs prot®ines 

adaptatrices et kinases, telles que le complexe TAB2-TAK1, activent ce complexe 

h®t®rotrim®rique IKK via la phosphorylation sur la s®rine 176 et la s®rine 180 (S176/180) pour 

IKKŬ ou la s®rine 177 et la s®rine 181 (S177/S181) pour IKKɓ. Dans le contexte de la voie de 

signalisation canonique de NF-əB, côest g®n®ralement une IKKɓ activ®e qui est responsable, via 

son domaine kinase, de la phosphorylation dôIkBa pour la d®gradation prot®asomale (48, 49). 
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2.2.5 Voie de signalisation non canonique de NF-əB : un bref aper­u 

La voie de signalisation non canonique est g®n®ralement induite dans les cellules immunitaires, 

telles que les cellules B ou les cellules T (57, 58). Sa r®gulation diff¯re de la voie de signalisation 

canonique en utilisant les h®t®rodim¯res RELB et p52 au lieu de RELA et p50 pour r®guler 

lôexpression des g¯nes inflammatoires. Dans la plupart des cas, une s®rine/thr®onine kinase 

appel®e NF-əB-inducing kinase (NIK) est essentielle ¨ la transduction du signal de cette voie. Lors 

de lôactivation de NIK, elle phosphoryle deux sous-unit®s IKKŬ. Cela activera par la suite le 

complexe dim¯re IKKŬ pour phosphoryler et marquer la sous-unit® p100 des 

h®t®rodim¯res p100/RELB pour une d®gradation prot®asomale partielle, transformant 

lôh®t®rodim¯re p100/RELB ¨ un h®t®rodim¯re p52/RELB (Figure 8). Cette forme active de 

p52/RELB est alors transloqu®e vers le noyau et permet lôactivation des g¯nes inflammatoires de 

mani¯re plus lente que la voie de signalisation canonique (57, 58, 59). 

 

Figure 8. Les voies de signalisation canonique et non canonique de NF-əB. A. La voie 

canonique et ubiquiste implique lôactivation du complexe NEMO/IKKɓ/IKKŬ conduisant ¨ la 

d®gradation de IəB et ¨ la translocation du dim¯re RelA/p50 dans le noyau. B. La voie non 

canonique, surtout pr®sente dans les tissus lymphoµdes et cellules dentritiques quant ¨ elle, 

implique la stabilisation de NIK et lôactivation et modification du complexe RelB/p100 en 

RELB/p52 par un clivage prot®asomale. Ces voies r®gulent lôexpression de g¯nes NF-əB 

impliqu®s dans lôinflammation, lôimmunit®, la prolif®ration cellulaire et la survie (47).   
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2.3 LôACTIVATEUR DE PROT£INE 1 (AP-1) 

Lôactivateur de prot®ine 1 (activator protein 1 ou AP-1) est un autre facteur de transcription 

capable dôinitier une voie de signalisation impliqu®e dans lôinflammation, la prolif®ration 

cellulaire, la transformation cellulaire et le d®veloppement du cancer (60, 61). De la m°me mani¯re 

que NF-əB, la d®r®gulation de lôAP-1 est impliqu®e dans de nombreux troubles immunitaires et 

dans le cancer (52). 

 

2.3.1 Activation du facteur de transcription AP-1 

Divers stimuli, notamment les signaux de stress, les cytokines et les infections, peuvent activer la 

voie de signalisation AP-1. Ces stimuli d®clenchent des cascades de signalisation en aval 

impliquant les prot®ine kinase activ®e par les mitog¯nes (MAPK). La famille des MAPK est 

constitu®e de kinases s®par®es en plusieurs groupes hi®rarchiques de MAPK (de lôamont vers 

lôaval : MAP4K, MAP3K, MAP2K, MAPK) capable de phosphoryler et donc dôactiver dôautres 

MAPK. Par cons®quent, cette cascade de kinases hi®rarchique joue un r¹le central dans la 

propagation et lôamplification en aval de la signalisation. Un exemple de MAP3K qui joue un r¹le 

dans la signalisation NF-əB et AP-1 est TAK-1 capable de phosphoryler la MAP2K cl® impliqu®e 

dans la voie de signalisation AP-1, ¨ savoir MEK1/2, qui active ERK ; MKK4/7, qui active JNK ; 

et MKK3/6, qui active p38 (63, 64). 

La famille des facteurs de transcription AP-1 comprend quatre sous-familles principales : FOS, 

JUN, ATF et Maf (65). ê la suite de lôactivation de la MAPK (ERK, JNK et p38), ces kinases 

aideront ¨ la translocation nucl®aire, ¨ lôh®t®rodim®risation et ¨ la stabilit® des facteurs de 

transcription, tels que c-FOS et c-Jun, capables de lier des s®quences dôADN sp®cifiques et de 

r®guler la transcription des g¯nes en r®ponse aux stimuli initiaux (64, 66) (Figure 9). 

La recherche sur le r®glage fin de la signalisation de l'AP-1 est essentielle pour comprendre ses 

r¹les sp®cifiques dans les processus cellulaires, ce qui pourrait ouvrir la voie ¨ des th®rapies cibl®es 

contre diverses maladies. Les institutions pharmaceutiques et universitaires pourraient contribuer 

au d®veloppement de nouveaux m®dicaments cibl®s sur les principaux acteurs impliqu®s, tels que 

des inhibiteurs ¨ petites mol®cules ciblant cette voie de signalisation pour soulager ou gu®rir des 

maladies, comme les troubles immunitaires ou le cancer (62, 67). 
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Figure 9 : Les voies de signalisation conduisant ¨ lôactivation des facteurs de transcription 

de la famille AP-1. Plusieurs stimuli peuvent induire lôactivation des facteurs de transcription de 

la famille AP-1, entre autres, les membres de la voie MAPK incluant ERK, p38 et JNK. Les 

facteurs de transcriptions de AP-1 compos® de c-fos et c-jun une fois activ® initie la transcription 

de g¯nes cibles dôAP-1 (66).  
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2.4 Les effets synergiques de NF-əB et AP-1  

Tel que mentionn®, NF-əB et AP-1 sont des facteurs de transcription qui jouent un r¹le crucial 

dans la r®gulation de lôexpression des g¯nes en r®ponse ¨ lôinflammation, ¨ lôimmunit® et au cancer. 

De plus, il a ®t® d®montr® que ces deux voies r®gulent lôexpression dôensembles de g¯nes partag®s 

tels quôIL-6, IL-8, elk-1, c-fos, CXCL8 ou MMP (44, 68, 69). Une coactivation de NF-əB et AP-

1 a ®galement d®montr® le r¹le essentiel de ces deux facteurs de transcription dans la modulation 

mutuelle (70) o½ la sous-unit® p65 de NF-əB est capable dôinteragir avec les sous-unit®s c-fos et 

c-jun pour faciliter la liaison ¨ lôADN et vice versa (71) conduisant potentiellement ¨ un effet 

synergique sur leurs fonctions biologiques. En outre, il a ®t® d®montr® que cette double activation 

de lôAP-1 et du NF-əB joue un r¹le essentiel dans la pathogen¯se de divers mod¯les de maladies. 

Par exemple, dans les mod¯les de maladies li®es ¨ lôinflammation, lôAP-1 et le NF-əB ont tous 

deux affich® des activit®s de liaison ¨ lôADN conduisant ¨ la surexpression des niveaux dôARNm 

des g¯nes inflammatoires (72, 73). De m°me, dans les cancers, lôactivation synergique de ces 

facteurs de transcription contribue ¨ la progression tumorale en r®gulant ¨ la hausse les g¯nes 

impliqu®s dans la prolif®ration, la survie et les m®tastases cellulaires, tels que lôIL-8, le VEGF, la 

COX-2 et la MMP-9 (74, 51). Lors de la recherche et du d®veloppement de nouvelles cibles 

th®rapeutiques, il est essentiel de consid®rer comment lôactivit® coordonn®e de voies de 

signalisation comme NF-əB et AP-1 peut affecter la gravit® de certaines maladies. 

2.4.1 Le complexe TAK1-TAB2/TAB3 

Les voies NF-əB et AP-1 partagent un complexe activateur commun en amont compos® de la 

prot®ine de liaison TAK1 2 (TAB2) ou de la prot®ine de liaison TAK1 3 (TAB3) et de la kinase 1 

activ®e par TGF-ɓ (TAK1). La compr®hension de ce m®canisme de signalisation interconnect® est 

essentielle pour des strat®gies de traitement efficaces. TAB2 et TAB3 sont des prot®ines 

dô®chafaudage adaptatrices avec un domaine Npl4 ¨ doigt de zinc (NZF) capable de reconna´tre et 

de se lier sp®cifiquement ¨ une cha´ne de polyubiquitine li®e par la lysine 63 (polyUbK63) 

g®n®ralement produite par TRAF6 (76, 77, 78). Le domaine NZF est essentiel dans le contexte 

dôune transduction de signal m®di®e par lôubiquitine. Suite ¨ la fixation de polyUbK63 sur le 

domaine NZF, TAB2 et TAB3 favoriseront le recrutement des prot®ines TAK1 sur leur domaine 

de liaison TAK1, suivi de lôautophosphorylation de TAK1 par un m®canisme appel® 

phosphorylation de la boucle T (79). Une kinase TAK1 activ®e peut activer les voies de 
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signalisation NF-əB et AP-1 gr©ce ¨ son activit® kinase sur IKK et MKK, comme mentionn® 

pr®c®demment (80). 

2.4.2 R¹le de TAK1 dans la signalisation NF-əB 

Dans les voies de signalisation NF-əB, la kinase TAK1 activ®e agit comme une kinase de IKK 

capable de phosphoryler la sous-unit® IKKɓ du complexe IKK (80). Apr¯s avoir ®t® activ®e par 

TAK1, lôIKKɓ phosphoryle IəBŬ, ce qui conduit ¨ leur marquage pour d®gradation. La d®gradation 

des prot®ines IəBŬ entra´ne la lib®ration de dim¯res NF-əB, le plus souvent p65/RelA et p50, dans 

le noyau, o½ ils favorisent lôexpression du g¯ne cible essentiel ¨ la r®ponse immunitaire (81). 

2.4.3 R¹le de TAK1 dans la signalisation AP-1 

Dans les voies de signalisation AP-1, la kinase TAK1 activ®e est capable dôaussi agir en tant que 

kinase MAP3K et est impliqu® dans la cascade de kinases MAPK (81). TAK1 cible MKK4/MKK7 

pour activer la voie JNK et MKK3/MKK6 pour activer la voie p38. Comme mentionn® 

pr®c®demment, JNK et p38 ont un r¹le dans la stabilisation et lôactivation des sous-unit®s c-Jun et 

c-Fos du complexe de facteurs de transcription AP-1 pour r®guler lôexpression des g¯nes en 

r®ponse au signal initial. 
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Chapitre III : LES VOIES M£DI£ES PAR LES RCPG DANS 

LôACTIVATION DôUNE R£PONSE INFLAMMATOIRE 

3.1 M®canismes dôactivation des voies inflammatoires m®di®e par les RCPGs 

De nombreuses ®tudes ont ®t® men®es sur lôinduction de lôinflammation caus®e par des r®cepteurs 

faisant partie du syst¯me de r®ponse immunitaire, tel que les r®cepteurs de reconnaissance de 

formes (PRR), les r®cepteurs de cytokines, les r®cepteurs de chimiokines, les r®cepteurs de cellules 

T ou les r®cepteurs de cellules B. Les r®cepteurs RCPG sont ®galement impliqu®s dans les r®ponses 

inflammatoires et immunitaires en plus de ces r®cepteurs. Lô®tude des m®canismes de ces 

r®cepteurs est en constante ®volution, mais de nombreux composants cl®s essentiels dans 

lôactivation des voies inflammatoires m®di®e par les RCPG font lôobjet de plusieurs sujets de 

recherche.  

Notre recherche se focalise plus pr®cis®ment sur trois axes dôactivation de RCPGs impliqu®s dans 

lôinflammation :  lôactivation de AT1R par lôangiotensine II (Ang II), lôactivation de LPAR par 

lôacide lysophosphatidique (LPA), et lôactivation des PAR via lôactivit® enzymatique de la 

thrombine (THR). Il est bien connu que ces ligands ont des caract®ristiques vasoactives, et la 

d®r®gulation ou la suractivation de leurs r®cepteurs respectifs ont ®t® li®es ¨ des maladies 

inflammatoires chroniques touchant plusieurs organes (82, 83, 84). 

3.2 R®gions subcellulaires dôactivation des voies inflammatoires m®di®e par les r®cepteurs 

RCPG 

Apr¯s lôactivation des RCPGs, les prot®ines G, class®es selon de leur sous-unit® Ŭ (GŬs, GŬi, 

GŬq/11, GŬ12/13), sont recrut®es sur la partie intracellulaire des r®cepteurs, formant un complexe 

h®t®rotrim®rique actif (GŬ, Gɓ et Gɔ) agissant en tant que transducteur de signal en activant divers 

effecteurs et seconds messagers. Dans le cadre de la voie inflammatoire dôactivation de NF-əB et 

AP-1, plusieurs papier d®montre que les RCPGs peuvent initier une signalisation canonique ou 

non-canonique (voie biais®e de la ɓ -arrestine) de NF-əB et AP-1 par lôinterm®diaire dôeffecteurs 

tel que la phospholipase C (PLC), la DAG/IP, le CaĮ, la PKC, ou les GTPases tel que RhoA en 

r®ponse ¨ la LPA ou la THR (85, 86, 87, 88, 89). 
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3.3 Les ɓ-arrestines 

Les ɓ-arrestines ont une forte affinit® envers les sites phosphoryl®s sur les RPCGs par les kinases 

RCPG (GRK) sur la conformation active des RCPG qui conduit ¨ la formation dôun complexe 

RCPG/ɓ-arrestine (90). Ce complexe RCPG/ɓ-arrestine aura des r¹les tels que la d®sensibilisation 

du r®cepteur via lôinternalisation du r®cepteur pour la d®gradation ou le recyclage du r®cepteur. 

Cependant, le r¹le des ɓ-arrestines ne se limite pas ¨ la d®sensibilisation du r®cepteur. Trois 

importants concepts de signalisation RCPG diff®rents concernant les ɓ-arrestines seront abord®s 

dans les prochaines sections: la signalisation RCPG biais®e, la signalisation RCPG non canonique 

et la signalisation RCPG endosomale. 

3.4 La signalisation biais®e des RCPGs  

La complexit® de la signalisation des r®cepteurs RCPG va au-del¨ des voies canoniques 

conventionnelles des prot®ines G, qui impliquent lôactivation des effecteurs par lôinterm®diaire des 

r®cepteurs RCPG et de lôactivation des prot®ines G. Selon lôagoniste ou le ligand qui se lie au 

r®cepteur, le r®cepteur peut exister sous plusieurs conformations. Ces diff®rentes conformations 

peuvent conduire ¨ une signalisation biais®e qui initie un type de signalisation plut¹t quôune autre 

(87). Les ɓ-arrestines et les RCPG ont une relation o½, selon le type de ligand, il pourrait activer 

pr®f®rentiellement une voie de signalisation en aval du complexe RCPG/ɓ-arrestine plut¹t que 

lôactivation habituelle des prot®ines G h®t®rotrim®riques (Figure 10). 
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Figure 10. La signalisation biais®e par la ɓ arrestine et les prot®ines G. A. ê la suite de 

lôactivation dôun r®cepteur, les GRK phosphorylent celui-ci, facilitant le recrutement de la ɓ-

arrestine. Une fois recrut®e et activ®e, la ɓ-arrestine initie une signalisation en aval via des 

effecteurs sp®cifiques ¨ la ɓ-arrestine. B. ê la suite de lôactivation dôun r®cepteur, celui-ci interagit 

avec les prot®ines G h®t®rotrim®riques, entra´nant lô®change de GDP pour GTP sur la sous-unit® 

GŬ. Cette activation d®clenche des cascades de signalisation en aval via des seconds messagers ou 

dôeffecteurs, comme lôAMPc, le calcium ou lôIP3, caract®ristiques de la signalisation m®di®e par 

les prot®ines G. (91). 
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Le concept de signalisation biais®e ne repr®sente quôun aspect de la diversit® et de la complexit® 

des voies de signalisation induites par les RCPG. Il constitue n®anmoins un ®l®ment cl® ¨ prendre 

en compte dans le d®veloppement de m®dicaments ciblant ces r®cepteurs. Lôapprobation de 

certains m®dicaments contre un r®cepteur RCPG sp®cifique pourrait d®pendre de la s®lectivit® des 

effecteurs activ®s pour induire une r®ponse th®rapeutique appropri®e sans les effets secondaires 

ind®sirables caus®s par dôautres effecteurs qui passent par le m°me r®cepteur (92). 

Ce concept est particuli¯rement pertinent dans le contexte de la signalisation m®di®e par la ɓ-

arrestine. Les ɓ-arrestines sont capables de cr®er des ®chafaudages de signalosomes qui peuvent 

se fixer aux RCPG pour interagir directement avec dôautres prot®ines de signalisation et effecteurs, 

tels que les prot®ines kinase activ®es par les mitog¯nes (MAPK), le facteur nucl®aire-əB (NF-əB) 

et les phosphoinositide 3-kinases (PI3K) (92, 93). Cette voie de signalisation biais®e peut moduler 

diverses fonctions cellulaires, notamment lôactivation de facteurs de transcription inflammatoires, 

illustrant ainsi davantage les divers r¹les des ɓ-arrestines dans la signalisation cellulaire. 

3.5 La signalisation non canonique des RCPGs  

Les voies RCPG non canoniques font r®f®rence ¨ des m®canismes de signalisation qui diff¯rent 

des voies classiques m®di®es par les prot®ines G g®n®ralement associ®es ¨ lôactivation des RCPG. 

Alors que la signalisation canonique des RCPG implique g®n®ralement lôactivation de prot®ines G 

h®t®rotrim®riques, qui r®gulent ensuite les effecteurs en aval, telles que lôad®nylate cyclase, la 

phospholipase C ou Rho, les voies non canoniques, comme les voies m®di®es par la ɓ-arrestine, 

impliquent souvent des voies de signalisation alternatives qui conduisent ¨ des processus 

cellulaires diff®rents. Par exemple, la ɓ-arrestine peut agir comme un adaptateur ou une prot®ine 

dô®chafaudage pour recruter des complexes signal®tiques tels que ERK, JNK ou p38, favorisant 

ainsi des r®ponses cellulaires telles que la migration, la diff®renciation ou m°me des fonctions 

inflammatoires. Ces voies non canoniques permettent une modulation fine, spatiale et temporelle 

dans la diversit® dôinteraction entre les RCPG et les ligands (94). 

3.6 : La signalisation endosomale RCPG m®di®e par les ɓ arrestines 

Apr¯s la formation du complexe RCPG- ɓ-arrestine, le r®cepteur est internalis® par endocytose. 

Ce processus est responsable de la r®gulation n®gative de lôactivit® des RCPG sur la membrane 

plasmique et contribue ¨ la migration du r®cepteur vers le compartiment intracellulaire, comme 
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lôendosome. ê son arriv®e ¨ lôendosome, il peut initier une signalisation RCPG endosomale. La 

signalisation endosomale m®di®e par les ɓ arrestines peut impliquer lôactivation des prot®ines 

kinase activ®es par les mitog¯nes (MAPK), telles que la kinase r®gul®e par le signal extracellulaire 

(ERK) par la ɓ-arrestine 1/2 (94), p38 par ubiquitination endosomale (95) ou par activation p38 

non canonique d®pendante de TAB1-TAB2 et TAB1-TAB3 (96). Elle est ®galement capable 

dôactiver JNK mais semble se faire de mani¯re ind®pendante du RCPG via des arrestines libres 

(94, 97).  Par ailleurs, la ɓ-arrestine peut ®galement induire la transactivation de r®cepteurs tyrosine 

kinases comme lôEGFR, contribuant ainsi ¨ lôamplification et ¨ la diversification des r®ponses 

cellulaires (98). 

Cette signalisation endosomale RCPG-ɓ-arrestine peut entra´ner des r®ponses cellulaires biais®es 

qui pourraient diff®rer de la signalisation canonique de la prot®ine G, o½ au lieu de la 

d®sensibilisation des r®cepteurs, les r®cepteurs auront une signalisation inflammatoire endosomale 

distincte affectant des processus comme la prolif®ration cellulaire, la diff®renciation et la migration 

(99). 
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3.7 La ɓ-arrestine 2 

La ɓ-arrestine 2 sôest r®v®l®e °tre la principale arrestine responsable de la transduction du signal 

de la signalisation NF-əB dôune mani¯re activ®e par RCPG. La ɓ-arrestine 2, mais pas la ɓ-

arrestine 1, semble jouer un r¹le dans lôactivation de kinases inflammatoires cl®s, telles que TAK1 

et NEMO (100, 101). Notamment, dans la signalisation m®di®e par lôAng II, le LPA et la 

thrombine, plusieurs ®tudes ont pu d®montrer la capacit® de la ɓ-arrestine 2 dôactiver une voie de 

signalisation biais®e capable dôinduire une r®ponse inflammatoire (102, 103, 104). 

3.8 Le complexe CBM (CARMA 3, BCL10, MALT1) 

Le complexe CBM est un centre de signalisation compos® de trois prot®ines : CARMA, BCL10 et 

MALT1. Ce complexe est crucial pour activer les voies immunitaires et inflammatoires, comme 

NF-əB ou MAPK/AP-1. La premi¯re prot®ine ¨ °tre activ®e par un changement de conformation 

est la prot®ine CARMA, qui est pr®sente sous trois formes : CARMA1, CARMA2 et CARM3. 

Dans le contexte de lôactivation des r®cepteurs RCPG, CARMA3 est responsable de la 

transduction du signal pour activer NF-əB (105, 106). Apr¯s lôactivation de CARMA3, BCL10 et 

MALT1 sont recrut®s pour former un complexe prot®ique dô®chafaudage. Ce signalosome 

CARMA3-BCL10-MALT1 est bien ®tudi® et a ®t® li® au recrutement lors de lôactivation du RCPG 

par des ligands comme lôAng II (107, 108), la LPA (109) et la thrombine (110). ê la suite de cet 

assemblage de CARMA3-BCL10-MALT1, TRAF6, une ubiquitine ligase E3 est recrut®e avec une 

forte affinit® au complexe, notamment sur la prot®ine MALT1, o½ elle va commencer ¨ produire 

des cha´nes de polyubiquitines li®e par la lysine 63. 
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CHAPITRE IV : LôUBIQUITINATION DES PROT£INES 

Lôubiquitination des prot®ines est un processus cellulaire de modification post-traductionnelle 

(PTM) des prot®ines. Le processus consiste ¨ ajouter de lôubiquitine, qui est une prot®ine 

hautement conserv®e au cours de lô®volution compos®e de 76 acides amin®s, sur une prot®ine cible. 

(111, 112). Lôubiquitine sert de mol®cule de signalisation qui peut °tre ajout®e sous forme de 

monom¯re ou de cha´ne polym¯re sur une prot®ine cibl®e, ce qui modifiera sa fonction et son 

destin. Ce processus dôubiquitination est s®par® en trois ®tapes principales impliquant trois 

enzymes distinctes et une prot®ine dôint®r°t qui doit °tre ubiquitin®e. 

4.1 Le processus dôubiquitination 

4.1.1 E1 : Activation 

Tout processus d'ubiquitination se d®roule en plusieurs ®tapes, d®butant par l'action de l'enzyme 

E1, responsable de l'activation de l'ubiquitine. Il existe deux g¯nes qui code pour E1 (113). 

Lôenzyme E1 aide ¨ lier de mani¯re covalente un monom¯re dôubiquitine en ®changeant une ATP 

contre une AMP + PPi. La consommation de lôATP permet la formation dôune liaison thioester 

entre le carboxyle terminal de lôubiquitine et un r®sidu cyst®ine de lôenzyme E1 menant ¨ une 

ubiquitine activ®e (111). 

4.1.2 E2 : Conjugaison 

On compte 43 enzymes connues qui appartiennent au groupe des E2 ubiquitine conjugating 

enzymes (114). ê la suite de lôactivation de lôubiquitine par lôenzyme E1, le r¹le de lôE2 est 

dôaccepter lôubiquitine activ®e pour °tre transf®r®e ¨ une E3 par une r®action de transest®rification 

(111). La vari®t® dôE2 dans la cellule d®terminera la sp®cificit® de la destination et du r¹le de 

lôubiquitine. 

4.1.3 E3 : Ligation 

Lôubiquitine ligase E3 est responsable de la fascinante diversit® et de la complexit® des r®ponses 

cellulaires par l'ubiquitination. La E3 agit comme une prot®ine dô®chafaudage et une enzyme de 

liaison entre lôubiquitine activ®e sur lôE2 et une prot®ine dôint®r°t. La liaison se fait par la cr®ation 

dôune liaison isopeptidique sur le r®sidu lysine de la prot®ine cible et de la glycine C-terminale de 

lôubiquitine (111). D®pendamment de la E3 activ®, il est possible dôavoir une monoubiquitination 
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ou des polyubiquitination, sous forme de cha´nes, ou de multiubiquitination, sous forme de 

branches, sur un substrat dôint®r°t (115). Une fois le premier r®sidu dôubiquitine est attach® ¨ la 

lysine de la prot®ine cible, des cha´nes de polyubiquitine peuvent ensuite °tre form® par lôajout de 

nouvelles ubiquitines entre le groupement carboxyle de la nouvelle ubiquitine et le groupement 

amine de la lysine de lôubiquitine acceptante (111). La liaison peut se faire sur sept positions de la 

lysine acceptante (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63). Deux domaines sont responsables de 

lôactivit® ligase de E3 : le domaine RING (really interesting new gene) et le domaine HECT 

(homologue du domaine carboxyl-terminus E6-AP). 

4.1.4 Destin des prot®ines ubiquitin®es 

Actuellement plus de 600 E3 ubiquitine ligases humaines sont connues (116), et le type de liaison 

dôubiquitine d®terminera le sort du substrat et des r¹les cellulaires. Tel que mentionn®, il existe 

plusieurs types dôubiquitination, chacun entra´nant des cons®quences distinctes sur le destin 

cellulaire. La mono-ubiquitination ou la multi-ubiqutination r®gule souvent le trafic membranaire 

et certaine signalisation tel que lôendocytose ou lôactivation de certains r®cepteurs. En revanche, 

les cha´nes de polyubiquitines form®es par des liaisons sp®cifiques, comme lôubiquitination en 

cha´ne sur K11 ou K48, signalent g®n®ralement la d®gradation prot®ique par le prot®asome.  Dôun 

autre c¹t®, on a lôubiquitination en cha´ne sur K63 ou de type lin®aire M1, qui sont principalement 

impliqu®es dans des fonctions non d®gradatives telles que la signalisation cellulaire, la r®paration 

de lôADN et lôinflammation dont la signalisation NF-əB (115). Ainsi, la topologie de la cha´ne 

dôubiquitine d®termine si une prot®ine sera ®limin®e, recycl®e, ou int®gr®e dans une cascade de 

signalisation intracellulaire (Figure 11). 
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Figure 11. Les diff®rents types dôubiquitination et leurs r¹les cellulaires. Lôubiquitination 

mono- et multi-monoubiquitine contr¹lent le trafic membranaire et la signalisation. Les cha´nes 

K48 et K11 dirigent les prot®ines vers la d®gradation par le prot®asome. Les cha´nes K63 et 

lin®aires M1 sont impliqu®es dans la signalisation, lôinflammation et la r®paration de lôADN. Les 

cha´nes K6, K27, K29 et K33 remplissent des r¹les plus sp®cifiques et contextuels. Enfin, 

lôubiquitination branch®e combine plusieurs liaisons et module finement les r®ponses cellulaires 

(115). 
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4.2 Les domaines de liaison ¨ lôubiquitine (UBD) 

Les domaines de liaison ¨ lôubiquitine (UBD) sont des r®gions cl®s au sein de prot®ines capable 

de li®es les ubiquitines. Ces r®gions permettent ¨ certaines prot®ines de reconna´tre et de 

sôaccrocher ¨ des types sp®cifiques dôubiquitine et ¨ des variations de cha´nes dôubiquitines au sein 

de la cellule. Les UBD sont class®s en cinq classes structurelles : Ŭ-h®licoµdal, doigt de zinc (ZnF), 

homologie de la pleckstrine, site de conjugaison de l'ubiquitine (UBC), et autres domaines capables 

dôinteragir avec lôubiquitine tel que SH3, PFU et Jab1/MNP (Tableau 1) (117, 118). Les 

chercheurs actuels ont d®couvert plus de 20 diff®rentes familles dôUBD, chacune ayant une 

fonction cellulaire distincte. La liste compl¯te des UBD est pr®sent®e dans le tableau 1. De 

nombreux UBD jouent ®galement un r¹le dans la signalisation NF-əB et AP-1, comme TAB2/3 et 

NEMO, capables de reconna´tre et de se fixer aux cha´nes PolyUbK63. Comme nous le verrons 

plus loin, les d®ubiquitinases (DUB) ont ®galement un domaine UBD essentielles pour reconna´tre 

et recycler les ubiquitines. 
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Famille DUB Prot®ine repr®sentative Fonction 

H®lice alpha 

 

 

 

 

 

UIM S5a (humain) ou Rpn10 (levure), Vps27, 

STAM, EPSIN, RAP80 

D®gradation du prot®asome, 

endocytose, biogen¯se du 

MVB, r®paration de lôADN 

MIU ou IUIM RABEX-5 Endocytose 

DUIM Heures Biogen¯se du MVB 

UBM POL-i, REV-1 Tol®rance aux dommages de 

lôADN 

UBAN NEMO, ABIN1-3, OPTINEURINE Signalisation NF-əB 

UBA Rad23/HR23A, Dsk2, NBR1 Ciblage du prot®asome, 

r®gulation des kinases, 

autophagie 

FLINGUE GGA3, TOM 1 Biogen¯se du MVB 

SIGNAL Vps9, TAB2, TAB3 Endocytose, r®gulation des 

kinases 

VHS STAM, GGA3 Biogen¯se du MVB 

Doigt de zinc UBZ POL-h; POL-k, Tax1BP1, Tol®rance aux dommages de 

lôADN, signalisation NF-əB 

NZF NPL4, Vps36, TAB2, TAB3 ERAD, biogen¯se MVB, 

r®gulation des kinases 

ZnF A20 RABEX-5, A20 Endocytose, r®gulation des 

kinases 

Znf UBP (PAZ) USP5/IsoT; HDAC6 Fonction du prot®asome, 

agressosome et autophagie 

Domaine PH PRU RPN13 Fonction du prot®asome 

COLLE EAP 45 Biogen¯se du MVB 

De type UBC V®hicule utilitaire 

sport (UEV) 

Uev1/Mms2 R®paration de lôADN, 

biogen¯se du MVB, r®gulation 

des kinases 

UBC UBCH5C Transfert dôubiquitine 

Autres type dôUBD SH3 Sla1/CIN85 Endocytose 

PFU Ufd 3 ERAD 

Jab1/MPN Prp8 £pissage de lôARN 

 

Tableau 1. Les familles des UBDs. Tableau regroupant les familles de domaines de liaison ¨ 

lôubiquitine (H®lices alpha, Doigt de zinc, Domaine PH, UBC et autres), les types de 

d®ubiquitinases (DUB) qui leur sont associ®s, ainsi que des prot®ines repr®sentatives et leurs 

fonctions cellulaires. Ensemble, ces ®l®ments participent ¨ la r®gulation fine de la signalisation 

ubiquitine-d®pendante, intervenant dans des processus cl®s tels que la d®gradation des prot®ines, 

la signalisation, lôendocytose, et la r®ponse au stress. (118) 
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4.3 Les diff®rences entre les cha´nes polyubiquitines li®es sur K48 et K63 

Lôexemple le plus courant dans la litt®rature est le r¹le de la cha´ne polyubiquitine li®e par K48. 

Les cha´nes PolyUbK48 servent de prot®ine de signalisation qui marque des prot®ines sp®cifiques 

¨ d®tecter et ¨ d®grader par le prot®asome, contribuant ainsi ¨ maintenir un niveau ®quilibr® de 

prot®ines ¨ lôint®rieur de la cellule (115). Cependant, ils pourraient ®galement °tre utilis®s comme 

r®gulateurs de signalisation, comme mentionn® pr®c®demment avec la d®gradation dôIkBa et de 

p100 (57, 119). Tel que mentionn® pr®alablement, selon le type dôubiquitination, diff®rentes 

r®ponses cellulaires peuvent °tre induites. Par exemple, les cha´nes de polyUbK63 interagissent 

avec des domaines UBD sp®cifiques pour recruter des prot®ines dô®chafaudage, favorisant 

lôactivation de kinases comme TAK1 via la liaison de TAB2/3. 

4.4 Les facteurs associ®s au r®cepteur du facteur de n®crose tumorale (TRAFs) 

Les facteurs associ®s au r®cepteur du facteur de n®crose tumorale ou TRAF repr®sentent une 

famille de prot®ines de transduction de signal impliqu®es dans le contr¹le de multiples voies de 

signalisation, telles que NF-əB, AP-1, IL-1 ou CD40 en r®ponse ¨ lôactivation de r®cepteurs 

impliqu®s dans la r®ponse immunitaire (120). Six membres de cette famille ont des r¹les connus 

pour induire la transduction du signal. Parmi les six membres, TRAF2, TRAF3, TRAF5 et TRAF6 

ont montr® une capacit® ¨ avoir une activit® ubiquitine ligase (E3) efficace via leurs domaines 

RING qui permet le transfert de lôubiquitine activ®e dôun E2 aux prot®ines dôint®r°t (120, 121). 

TRAF2, TRAF5 et TRAF6 sont ®galement connus pour activer les voies de signalisation ¨ lô®tude 

NF-əB et AP-1 (120). 
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4.4.1 Le facteur 6 associ® au r®cepteur du facteur de n®crose tumorale (TRAF6) 

TRAF6 est une ubiquitine ligase E3 de la famille des TRAF (121) capables de produire des 

cha´nes PolyUbK63. ê la suite de la formation du complexe CBM, TRAF6 est recrut® sur la sous-

unit® MALT1 (122). TRAF6 va interagir avec la ligase E2-ubiquitine Ubc13/Uev1A ou UbcH5C 

pour d®marrer la synth¯se de cha´nes PolyUbK63.  Selon le mod¯le classique, lôajout covalent de 

cha´nes PolyUbK63 sur TRAF6, TaB2 et IKKɔ est une ®tape cruciale pour les voies de 

signalisation NF-əB et AP-1, car elles permettent lôactivation de TAK1 et IKKɓ (81, 123). 

Lôimplication de TRAF6 dans lôactivation des voies inflammatoires m®di®e par les r®cepteurs 

RCPG est peu ®tudi®e. Notre laboratoire a pr®c®demment d®montr® que TRAF6 joue un r¹le dans 

lôactivation du complexe IKK dans les cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) stimul®es 

par lôAng II et, par cons®quent, dans lôactivation de la voie de signalisation NF-əB (124). 

  

4.5 Les cha´nes PolyUbK63 ancr®es et non ancr®es. 

TRAF6 joue un r¹le central dans lôactivation des voies de signalisation NF-əB et AP-1, en agissant 

comme un point de convergence cl® pour la g®n®ration de cha´nes de polyubiquitine li®es en K63 

(PolyUbK63). Classiquement, ces cha´nes sont attach®es de mani¯re covalente ̈  des prot®ines 

cibles, comme TAB2, permettant lôactivation de TAK1, ou ¨ IKKɔ (NEMO), facilitant ainsi 

lôactivation dôIKKɓ. Ces interactions impliquent des cha´nes de polyubiquitine dites "ancr®es", 

fix®es directement sur les prot®ines via une liaison covalente. 

 

Cependant, des donn®es r®centes issues dô®tudes in vitro ont montr® que TRAF6, en pr®sence des 

enzymes E1, Ubc13/Uev1A ou UbcH5C (ligases E2), de monom¯res dôubiquitine et dôATP, peut 

®galement catalyser la formation de cha´nes de polyUbK63 non ancr®es, côest-̈-dire libres dans le 

cytoplasme. Ces cha´nes, bien quôelles ne soient attach®es ¨ aucun substrat, sont capables de se 

lier directement aux domaines ubiquitine (UBD) de TAB2 et de NEMO, entra´nant ainsi 

lôactivation de TAK1 et IKKɓ (125). 
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Notre laboratoire sôint®resse ¨ la possibilit® que ces cha´nes non ancr®es de polyUbK63 puissent 

agir en tant que nouveau seconds messagers dans la cellule, en interagissant directement avec les 

kinases pour moduler la signalisation intracellulaire. 

 

4.6 Les d®ubiquitinases 

Le processus dôubiquitination est r®versible, et sa r®gulation repose en partie sur le recyclage des 

cha´nes dôubiquitine, assur® par une classe dôenzymes appel®es d®ubiquitinases (DUBs). Ces 

enzymes ®liminent les mol®cules dôubiquitine en clivant les liaisons qui les unissent aux prot®ines 

cibles ou entre elles. On distingue deux grandes familles de DUBs selon leur m®canisme 

enzymatique : les prot®ases ¨ cyst®ine et les m®talloprot®ases. Dans le contexte de la signalisation 

NF-əB/AP-1, les prot®ases ¨ cyst®ine jouent un r¹le particuli¯rement important. Elles 

reconnaissent et coupent les liaisons isopeptidiques des cha´nes de polyubiquitine gr©ce ¨ une 

triade catalytique compos®e de cyst®ine, dôhistidine et dôacide aspartique, organis®s dans une 

conformation tridimensionnelle sp®cifique (126).  

Cet ®quilibre dynamique entre ubiquitination et d®ubiquitination est essentiel au bon 

fonctionnement cellulaire et en r®ponse aux changements environnementaux. Les perturbations de 

cet ®quilibre peuvent entra´ner diverses maladies, notamment le cancer, les troubles 

neurod®g®n®ratifs et les dysfonctionnements du syst¯me immunitaire (126). 

 

4.6.1 La cylindromatose (CYLD) 

La cylindromatose, ou CYLD, est une enzyme de d®ubiquitination (DUB) appartenant ¨ la famille 

des prot®ases ¨ cyst®ine. En tant que r®gulateur essentiel des voies de signalisation cellulaire, 

CYLD est essentiel ¨ la modulation de la cascade de signalisation NF-əB. CYLD exerce sa 

fonction en interagissant directement avec les prot®ines ubiquitin®es cl®s de la voie NF-əB, telles 

que TRAF6, TAK1 et NEMO (125). 

CYLD fait ®galement partie de la famille des prot®ases sp®cifiques ¨ lôubiquitine (USP). Son 

domaine USP peut cibler et catalyser le clivage pr®f®rentiel des cha´nes polyUbK63 (127), mais 

peut ®galement d®grader polyUbK11 et polyUbK48 de mani¯re moins s®lective. Ces cha´nes sont 
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g®n®ralement attach®es aux prot®ines et aux complexes de signalisation de la voie NF-əB/MAPK. 

En d®gradant ces cha´nes polyUbK63, CYLD agit efficacement comme un r®gulateur n®gatif des 

voies de signalisation NF-əB et AP-1, aidant ainsi la cellule ¨ revenir ¨ un ®tat dôhom®ostasie et 

emp°chant toute r®ponse inflammatoire prolong®e. Une dysr®gulation dans CYLD a ®t® li®e ¨ une 

activation dysfonctionnelle de NF-əB, contribuant au d®veloppement dôinflammation chronique 

et de troubles immunitaire (128, 129). 

4.6.2 A20  

Similaire ¨ CYLD, A20 fait partie de la famille des prot®ases ¨ cyst®ine et est ®galement capable 

de cibler PolyUbK63. La principale diff®rence est que A20 cible PolyUbK63 par son domaine de 

prot®ase contenant le domaine tumoral ovarien (OTU) qui r®gule n®gativement les prot®ines 

activ®es telles que TRAF6, NEMO ou MALT1, pour nôen citer que quelques-unes (130). Il a ®t® 

d®montr® que, de mani¯re similaire au CYLD, A20 est aussi capable de r®guler n®gativement une 

voie de signalisation NF-əB m®di®e par BCL10-CARMA3 (131). Ceci est particuli¯rement 

important dans le contexte dôune voie de signalisation NF-əB induite par RCPG. Il a ®galement 

®t® observ® dans les cellules T quôelle a une activit® prot®ase sur MALT1, qui perturbera en retour 

lôactivation du complexe NEMO dans la signalisation NF-əB (132). 

4.6.3 USP5 (IsoT) 

USP5 est une autre enzyme DUB appartenant ¨ la famille de USP. Elle se distingue par sa capacit® 

unique  ̈reconna´tre et d®grader les cha´nes libres pr®sentes dans le cytoplasme (133). USP5 est 

compos® de cinq domaines : le domaine ZnF-UBP, un domaine ZnF-UBP N-terminal, un domaine 

de prot®ase sp®cifique ¨ lôubiquitine (USP) et deux domaines associ®s ¨ la liaison ¨ lôubiquitine 

(UBA1 et UBA2). Elle est capable de reconna´tra le motif glycine-glycine (GG) pr®sent ¨ 

lôextr®mit® C-terminale des cha´nes dôubiquitine flottantes gr©ce ¨ son domaine de liaison ¨ 

lôubiquitine appel® ZnF-UBP (133, 134). USP5 serait alors capable de principalement hydrolyser 

les cha´nes dôubiquitines libres dans le cytoplasme gr©ce ¨ son domaine USP et de recycler ces 

cha´nes en monom¯res dôubiquitine. De mani¯re int®ressant, une ®tude d®montre quôune 

suppression de USP5 entra´ne une accumulation de cha´nes de polyubiquitine K63 non ancr®es, 

sugg®rant son r¹le cl® dans le contr¹le de leur niveau intracellulaire par son habilet® de reconna´tre 

le motif glycine-glycine pr®sent sur les ubiquitines libre (135). 
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CHAPITRE V : LES RCPGS IMPLIQU£S DANS LôINFLAMMATION 

5.1 R®cepteur de lôangiotensine II (Ang II) 

Lôangiotensine II (Ang II) est une hormone produite par le syst¯me r®nine-angiotensine-

aldost®rone (RAAS), jouant un r¹le crucial dans le maintien de lô®quilibre hydrique, la r®gulation 

de la pression art®rielle et le contr¹le des niveaux de sodium dans le corps (136, 137). Ce peptide 

peut se lier ¨ deux r®cepteurs principaux : le r®cepteur AT-1 et le r®cepteur AT-2. Les effets 

classiques de lôangiotensine II sur le r®cepteur AT-1 comprennent la vasoconstriction art®rielle, la 

s®cr®tion dôaldost®rone, la r®absorption de sodium et dôeau, la prolif®ration cellulaire et des effets 

pro-inflammatoire. En revanche, les effets de lôangiotensine II sur le r®cepteur AT-2 semblent avoir 

une r®ponse oppos®e au r®cepteur AT-1 (137). 

Du point de vue inflammatoire, les m®canismes de signalisation de lôAng II dans les 

r®cepteurs AT1R repose principalement sur lôactivation de la prot®ine GŬq. Tel que mentionn® 

pr®c®demment, cette activation conduit ¨ la stimulation de la phospholipase C et ¨ la production 

de deux seconds messagers : IP3 et DAG. Ensemble, ces signaux d®clenchent lôactivation de la 

prot®ine kinase C (PKC), qui joue un r¹le central en recrutant le complexe CBM (CARMA/BCL-

10/MALT1) et en cascade lôactivation de kinases, qui peuvent ¨ leur tour activer les facteurs de 

transcription NF-əB et AP-1 (Figure 12) (138).  Ce processus est ensuite r®gul® par des 

m®canismes de d®sensibilisation et dôinternalisation du r®cepteur, permettant un contr¹le de 

lôintensit® et de la dur®e du signal. 
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Figure 12. La voie de signalisation du r®cepteur ¨ lôangiotensine II type 1 (AT1R).  Suivant 

lôactivation de AT1R par lôAng II, la prot®ine GŬq stimule la PKC, conduisant ¨ lôactivation de 

facteurs de transcription tels que NF-əB et AP-1. Cette cascade est associ®e ¨ des effets pro-

inflammatoires et hypertenseurs, contribuant au remodelage cardiaque et ¨ la dysfonction 

vasculaire. La d®sensibilisation du r®cepteur m¯ne ¨ son internalisation, souvent m®di®e par la ɓ-

arrestine. La ɓ-arrestine initie des signaux adaptatifs pour diminuer la signalisation inflammatoire 

caus® par la voie m®di®e par les prot®ines G en plus dôactiver des voies de signalisation distinctes 

pour avoir une r®ponse cellulaire plus cardioprotectrice (138).   
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5.2 Acide lysophosphatidique (LPA) et r®cepteurs de lôacide lysophosphatidique (LPAR) 

Lôacide lysophosphatidique (LPA), une petite mol®cule, est un produit de lôhydrolyse ¨ travers 

lôaction de lôautotaxine (ATX) et des phospholipases sur les phospholipides pr®sents dans le corps 

(139). Elle a une forte affinit® pour activer la famille des r®cepteurs de lôacide lysophosphatidique 

(LPAR), compos®e de six r®cepteurs, ¨ savoir LPAR1-6. Lorsquôun ligand comme la LPA se lie au 

LPAR, le r®cepteur change de conformation et permet le recrutement et lôactivation de la forme 

h®t®rotrim®rique de la prot®ine G. Selon le type de LPAR activ®, ils peuvent interagir avec un ou 

plusieurs types de prot®ines GŬ, ce qui pourrait ¨ son tour conduire ¨ lôactivation de divers 

effecteurs et voies de signalisation impliqu®s dans diverses fonctions cellulaires, telles que la 

prolif®ration, la survie, le d®veloppement des organes, lôinflammation et la r®ponse immunitaire, 

etc (Figure 13). Ces voies induites ou r®prim®es par les LPAR sont connues pour °tre responsables 

de multiples pathologies qui affectent plusieurs parties du corps. Il sôagit notamment des troubles 

neurologiques, de lôath®roscl®rose, de lôinflammation et des maladies immunitaires, de la fibrose, 

du d®veloppement osseux, de lôinfertilit®, de lôob®sit® et du cancer (139). Actuellement, il existe 

de nombreux m®dicaments capables dôinteragir sur ce r®cepteur pr®sent sur le march® pour 

att®nuer ou combattre ces maladies. Par exemple, le BrP-LPA est un antagoniste du LPAR qui est 

utilis® pour lutter contre les cellules canc®reuses du sein, du gliome et de lôendoth®lium vasculaire 

en inhibant certaines fonctions cellulaires comme lôinvasion cellulaire, la chimiotaxie et 

lôangiogen¯se (140, 141). De plus, la d®r®gulation du r®cepteur LPA a ®t® associ®e au 

d®veloppement de lôath®roscl®rose, qui est une maladie inflammatoire vasculaire chronique. Elle 

se caract®rise par lô®paississement des parois art®rielles et le r®tr®cissement des art¯res caus®es par 

la formation de plaques et lôinvasion des macrophages. Une production excessive de LPA dans 

lôorganisme entra´ne une activation accrue des r®cepteurs LPAR, ce qui peut favoriser le 

d®veloppement de lôath®roscl®rose en induisant de mani¯re persistante la lib®ration de cytokines 

inflammatoires et d'autres m®diateurs dans les vaisseaux sanguins, contribuant ainsi ¨ la formation 

de plaques art®rielles et au remodelage vasculaire pathologique. La LPA influence la lib®ration de 

mol®cules inflammatoires, provoque une augmentation des r®cepteurs des monocytes sur les 

cellules endoth®liales tels que VCAM, modifie le comportement des cellules endoth®liales, 

augmente la perm®abilit® des vaisseaux et favorise lôabsorption des LDL, qui sont tous impliqu®s 

dans la formation de plaques et la progression de cette maladie inflammatoire (142). 
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Figure 13. Les principales voies de synth¯se de la LPA et des voies de signalisation activ®es 

via les six r®cepteurs LPA correspondants. Les principales voies de biosynth¯se de la LPA ̈  

travers lôaction de lôautotaxine (ATX) et des phospholipases sur les phospholipides. Une fois 

form®e, la LPA peut activer les r®cepteurs LPA ̈ LPA, coupl®s aux prot®ines G. Ces voies 

r®gulent divers processus biologiques, dont la prolif®ration cellulaire, la survie, la migration et les 

changements du cytosquelette (139).   
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5.3 R®cepteurs activ®s par la thrombine et la prot®ase (PAR) 

La thrombine a de multiples r¹les sur le corps humain, le plus connu ®tant sa capacit® 

procoagulante via la conversion du fibrinog¯ne en fibrine et lôactivation des plaquettes circulantes 

dans notre syst¯me cardiovasculaire (Figure 14) (143). Cela dit, la thrombine joue ®galement un 

r¹le important en tant que m®diateur dans lôinflammation. La thrombine est une prot®ine capable 

dôactiver des r®cepteurs activ®s par la prot®ase (PAR) sp®cifique, un type de r®cepteur coupl®s aux 

prot®ines G (RCPG), gr©ce ¨ son activit® prot®ase sur la section N-terminale extracellulaire du 

r®cepteur. Il convient de noter que la thrombine nôest pas la seule prot®ase capable dôactiver les 

PAR. Il existe actuellement quatre r®cepteurs connus de la famille PAR, ¨ savoir PAR1, PAR2, 

PAR3 et PAR4. ê lô®tat inactif, les PAR poss¯dent un site ligand masqu®, situ® dans la portion 

extracellulaire du r®cepteur, ¨ proximit® de son domaine N-terminal. Lors du clivage, un ligand 

attach® est expos®, capable dôauto-activer son r®cepteur PAR ou dôactiver dôautres r®cepteur de la 

famille de PAR en se liant directement ¨ la deuxi¯me boucle du domaine extracellulaire du 

r®cepteur (Figure 14) (143, 144). Comme avec dôautres RCPG, ¨ la suite de la liaison du ligand 

aux r®cepteurs, il se produit un changement de conformation du r®cepteur vers une forme activ®e 

et induit le recrutement de la forme h®t®rotrim®rique active des prot®ines G.  

La transduction du signal se fait par l'interm®diaire d'effecteurs, suivant lôactivation des prot®ines 

G, tels que la phosphorylation de la PKC, la lib®ration des ions de calcium, lôad®nylate cyclase, 

lôactivation de MEK et lôactivation de RhoA (145, 146) pour activer efficacement les voies de 

signalisation inflammatoires comme NF-əB (147) et AP-1 (146, 148, 149) 
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Figure 14. Clivage prot®olytique des PAR. A. Le clivage prot®olytique des PAR par des 

prot®ases exog¯nes solubles expose de nouvelles s®quences N-terminales qui servent de ligands 

li®s pour lôactivation des r®cepteurs d®pendante des prot®ines G. B. Lôexposition du ligand N-

terminal permet ¨ celui-ci de sôattacher sur la boucle extracellulaire 2 (ECL2) et active le r®cepteur 

pour induire une r®ponse intracellulaire (143). 

 

Les voies activ®es par les PAR ont de multiples effets sur la cellule, comme la thrombose, 

lôinflammation, la s®cr®tion plaquettaire, la r®gulation gastro-intestinale, le d®veloppement, la 

r®ponse immunitaire, la migration cellulaire, etc (146). Par exemple, lôactivation des cellules 

endoth®liales par PAR1 augmente lôexpression de la mol®cule dôadh®sion des cellules vasculaires 

(VCAM-1) qui contribue ¨ lôadh®sion, ¨ la perm®abilit® et ¨ la migration des cellules immunitaires 

¨ travers la couche endoth®liale (150). De plus, plusieurs cellules lib¯rent des cytokines pro-

inflammatoires telles que lôIL-6, lôIL-8, la prostaglandine E2, etc., suivant une activation des 

r®cepteurs PAR (151). Une d®r®gulation du PAR a ®t® li®e au d®veloppement de nombreuses 

maladies inflammatoires touchant plusieurs organes, tels que lôinflammation neurologique, les 

dysfonctionnements respiratoires, les probl¯mes digestifs, comme le syndrome inflammatoire de 

lôintestin (SCI), les maladies vasculaires, comme la fibrose et lôath®roscl®rose, et les maladies du 

syst¯me urinaire (146). 
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CHAPITRE VI : HYPOTHĈSE ET OBJECTIFS 

L'inflammation, une r®ponse immunitaire fondamentale, est r®gul®e par des voies de signalisation 

impliquant divers r®cepteurs tels que les r®cepteurs du TNF, les r®cepteurs d'interleukines, les 

r®cepteurs ç Toll-like è et d'autres. Peu d'®tudes se sont pench®es sur les voies de signalisation 

inflammatoires activ®es par les RCPG. Au cîur de la r®ponse inflammatoire se trouvent des voies 

de signalisation activant des facteurs de transcription tels que NF-əB et AP-1. Ces facteurs de 

transcription r®gulent l'expression de g¯nes impliqu®s dans les r®ponses immunitaires et 

inflammatoires, tels que des cytokines inflammatoires, des chimiokines, des mol®cules dôadh®sion 

ou bien dôenzymes inflammatoires. L'activation de ces voies est strictement contr¹l®e et implique 

de multiples ®tapes et prot®ines r®gulatrices. 

Une grande partie des travaux du Dr Marc Servant sôest concentr®e sur l'®tude des r®ponses 

immunitaires inn®es dans les maladies inflammatoires chroniques telles que l'ath®roscl®rose. Son 

®quipe de recherche a pr®c®demment explor® le r¹le de TRAF6 dans la r®ponse ¨ lôAng II, en 

utilisant un mod¯le de cellules musculaires lisses vasculaires, notamment dans le cadre de 

lôactivation inflammatoire de la voie NF-əB. Le papier mentionne le r¹le potentiel de 

lôubiquitination sous forme de cha´nes libres de polyubiquitine K63 dans la r®gulation de cette 

voie de signalisation, tout en ouvrant la voie ¨ de futures investigations sur ce m®canisme. (152). 

Son groupe a ®galement publi® une s®rie d'articles afin dô®tudier la signalisation inflammatoire 

induite par le r®cepteur de lôangiotensine dans les cellules non immunitaires (152, 153, 154). £tant 

donn® que le processus d'ubiquitination est fortement impliqu® dans la transduction du signal, 

Priscilla Doyon, ancienne ®tudiante dans le laboratoire du Dr Servant, a g®n®r® de nombreux 

r®sultats d®montrant que TRAF6 est capable de produire des cha´nes non ancr®es de PolyUbK63 

dans les cellules VSMC stimul®es par Ang II induisant l'activation des facteurs de transcription 

NF-əB et AP-1. Ces cha´nes libres de PolyUbK63 agiraient comme un nouveau second messager, 

servant de plateforme pour l'assemblage et l'activation d'immunocomplexes tels que TAB2/3-

TAK1 et le complexe NEMO. Mon r¹le dans cette ®tude est dôinvestiguer la modulation de la 

transduction du signal m®di®e par les cha´nes libres produite par TRAF6 dans les cellules stimul®es 

avec la LPA et la thrombine. Bas® sur la litt®rature existante et des r®sultats pr®liminaires de notre 

laboratoire, nous ®mettons l'hypoth¯se suivante : Dans les cellules exprimant LPAR et PAR, de 

courtes stimulations par la LPA et la thrombine activent TRAF6, lequel produit des cha´nes 
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libres de PolyUbK63. Ces cha´nes agiraient comme de nouveaux second messagers, capables 

dôactiver les kinases inflammatoires (TAK1, IKKɓ, IəBŬ, p38 et JNK) dans les voies de 

signalisation NF-əB et AP-1. 

Objectif 1 : D®montrer le r¹le essentiel de TRAF6 dans la phosphorylation activatrice des 

boucles dôactivation des prot®ines kinases TAK1, IKKb, p38 et JNK de cellules stimul®es par 

LPA et thrombine 

Comme mentionn® pr®c®demment, TRAF6, par sa capacit® ¨ g®n®rer des cha´nes PolyUbK63, est 

capable d'activer les facteurs de transcription NF-əB et AP-1 ̈ la suite de l'activation de r®cepteurs 

tels que TLR, IL-1R, TCR, BCR, TNFR et IL-17R (155). Cependant, le r¹le de TRAF6 dans la 

signalisation inflammatoire m®di®e par les RCPG reste peu explor®. Dans cette ®tude, nous 

cherchons ¨ examiner le r¹le de TRAF6 dans les cellules stimul®es par la LPA et thrombine 

(stimulations courtes : 2, 5, 10, 30 minutes). En particulier, nous examinerons si l'absence de 

TRAF6 supprime la phosphorylation des prot®ines kinases cl®s impliqu®es dans les voies NF-əB 

et AP-1. Les extraits de cellules stimul®es et non stimul®es, issues de fibroblastes embryonnaires 

de souris immortalis®s TRAF6+/+ et TRAF6-/-, seront analys®s par immunobuvardage phospho-

sp®cifique pour d®tecter les formes phosphoryl®es des kinases suivantes : Phospho-TAK1 

(Thr187), Phospho-IKKɓ (Ser180/181), Phospho-IəBŬ (Ser32/36), Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) 

et Phospho-JNK (Thr183/Tyr185). Les niveaux de phosphorylation seront ensuite normalis®s par 

rapport ¨ l'expression totale de ces kinases dans chaque condition. 

Objectif 2 : V®rifier si TAK1 est requis pour les ®v®nements de signalisation pr®coce dans les 

cellules stimul®es par LPA et thrombine 

ê la suite de l'activation de TRAF6, TAB2/3 se lie aux cha´nes PolyUbK63 produites rapidement, 

activant ¨ son tour TAK1. Des ®tudes ant®rieures ont sugg®r® que MEKK3, et non TAK1, active 

IKKɓ dans les cellules stimul®es par la LPA (156). En utilisant un inhibiteur covalent de TAK1 

(5Z-7oxozeaenol) dans les cellules stimul®es par LPA, Priscilla Doyon a pu d®montrer que 

l'inhibition de TAK1 conduit ¨ l'incapacit® d'IKKɓ, p38 et JNK ¨ °tre phosphoryl®s. Cela signifie 

que TAK1, contrairement ̈  une ®tude pr®c®dente, est impliqu® dans l'activation NF-əB et AP-1 

induite par LPA. ê la suite de cela, il m'a ®t® confi® la t©che de v®rifier si, dans les cellules MEF 

TRAF6 +/+ stimul®es par la thrombine et pr®trait®es avec 5Z-7oxozeaenol (300nM), nous pouvons 
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observer une inhibition similaire de la phosphorylation d'IKKɓ, IəBŬ, p38 et JNK dans les cellules 

o½ TAK1 est inhib®. 

 

Objectif 3 : Tester si les cha´nes de polyubiquitines libres produites par TRAF6 agissent comme des 

seconds messagers dans les cellules stimul®es par LPA et thrombine 

Une fois ®tabli que TRAF6 est requis dans les cellules stimul®es par LPA et thrombine, nous examinerons 

son r¹le dans la g®n®ration d'une forme non ancr®e de PolyUbK63 (uPolyUbK63) apr¯s stimulation 

cellulaire. Comme d®montr® dans les essais in vitro par le Dr Zhijian J. Chen en 2009 (155), cette forme de 

cha´nes libres de PolyUbK63 agirait comme un second messager capable d'activer directement les prot®ines 

kinases impliqu®es dans les voies de signalisation NF-əB et AP-1 ¨ l'int®rieur des cellules. 

Pour explorer la production et les effets des polyubiquitines non ancr®es dans les cellules stimul®es par LPA 

et thrombine, Priscilla Doyon a d®velopp® et produit des cellules pouvant exprimer une construction avec 

FLAG-ZnF-UBP 4x tandem. Ce dispositif intracellulaire pourrait potentiellement agir comme un pi¯ge 

pour les cha´nes polyubiquitines K63 non ancr®es en reconnaissant le motif C-terminal G-G. La premi¯re 

®tape consisterait ¨ v®rifier que ce dispositif est capable de pi®ger les PolyUbK63 non ancr®es en r®alisant 

un test dôimmunopr®cipitation ciblant FLAG, suivi dôun immunobuvardage pour d®tecter les 

polyubiquitines K63 dans les cellules HaCaT stimul®es par LPA exprimant la construction FLAG-ZnF-UBP 

4x tandem. 

L'®tape suivante consisterait ¨ ®tablir que le produit de cette construction peut agir comme un antagoniste 

mol®culaire des cha´nes PolyUbK63 non ancr®es produites par TRAF6. Cela sera d®termin® en comparant 

les immunobuvardages des kinases mentionn®es pr®c®demment dans des extraits de cellules HaCaT 

stimul®es par LPA et thrombine exprimant un vecteur vide par rapport ¨ celles exprimant FLAG-ZnF-UBP 

4x tandem. 

Enfin, il sera n®cessaire dôexaminer si des changements surviennent dans lôactivation de lôexpression des 

g¯nes r®gul®s par les facteurs de transcription NF-əB et AP-1 apr¯s stimulation par LPA et thrombine entre 

les deux lign®es cellulaires. Cela sera mesur® ¨ lôaide de tests RT-qPCR ciblant les g¯nes r®gul®s par NF-

əB et AP-1 impliqu®s dans des processus cellulaires critiques tels que lôinflammation, la r®ponse 

immunitaire, la prolif®ration cellulaire et la survie (44, 68, 69). 
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ABSTRACT  

GPCR transmit intracellular signals via their ability to activate effector proteins leading to the 

production of a variety of well-characterized second messenger molecules. We describe here that 

the E3 ubiquitin ligase tumor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAF6) is required for 

the rapid and transient production of unanchored lysine (K)63-linked polyubiquitin chains in 

primary and transformed cells exposed to GPCR vasoactive agonists. We further show that 

unanchored K63-linked polyubiquitin chains accumulate in Transforming Growth Factor b-

activated kinase 1 (TAK1) and IkappaB kinase beta (IKKɓ) immunocomplexes and are required 

for the T-loop phosphorylation of TAK1 leading to IKKɓ, c- Jun N-terminal kinases (JNK1/2) and 

p38 mitogen-activated protein kinases (p38) phosphorylation and the induction of transcriptional 

events. Our results support a novel paradigm in field of GPCR signal transduction, identifying 

TRAF6 as the effector enzyme controlling the rapid production of unanchored K63-

linked polyubiquitin chains that act as second messenger molecules. 
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INTRODUCTION 

A vast majority of membrane-bound receptors are coupled to the activation of effector enzymes 

leading to the rapid generation of second messenger molecules within the cell. Their origins and 

functions are diverse but share a common task: the amplification of biological signals originating 

from the agonist-bound receptor complexes. Canonical second messenger generating systems, 

often described following the activation of G protein-coupled receptors (GPCR), include the 

adenylyl cyclase- cyclic adenosine monophosphate (cAMP) system and the recruitment of several 

phospholipases to the inner leaf of the plasma membrane leading to the metabolism of 

phospholipids and the generation of diacylglycerol (DAG), phosphatidic acid (PA) and inositol 

1,4,5-trisphosphate (IP3) 1. Whereas some of these second messenger molecules rapidly lead to 

protein kinases activation (i.e., cAMP induce the activation of protein kinase A and DAG is 

responsible for the activation of conventional and novel protein kinase C (PKC) isozymes), IP3 

directly amplifies the intracellular signal via calcium mobilization from the endoplasmic 

reticulum. The rapid rise in the intracellular calcium concentration is followed by an increase in 

the activity of calcium-binding proteins and enzymes such as protein kinases (i.e. PKCs, CAM-

kinases), phospholipases and other second messenger generating systems including nitric oxide 

(NO) synthases involved in  the rapid generation of NO and cyclic guanosine monophosphate 

(cGMP) 1.  

 

Although many other types of cell surface receptors have the ability of generating second 

messenger molecules to amplify and fine-tuned the biological response, some of them also employ 

a combination of homotypic protein interaction motifs and post-translational modifications to 

generate intracellular signals leading to adapted biological responses. Notably, Toll-like receptors 

(TLRs) and Interleukin-1 (IL) receptors use Toll/interleukin-1 receptor (TIR) motifs to transmit a 

scaffolding signal responsible for the oligomerization-induced lysine (K) 63-linked 

polyubiquitination activity of the tumor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAF6) 

ubiquitin E3 ligase 2. Upstream K63 polyubiquitin polymers attached on TRAF6 and adaptor 

proteins containing ubiquitin-binding domains (UBD) such as Transforming Growth Factor b-

Activated Kinase 1 Binding Protein 2 (TAB2) and IkappaB kinase gamma (IKKɔ) then serve as 

recruitment platforms leading to the activation of Transforming Growth Factor b-Activated Kinase 
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1 (TAK1). Activated TAK1 acts as an IKK-activating kinase resulting in the T-loop 

phosphorylation of the IKKɓ subunit of the IKK complex and the activation of nuclear factor-

kappa B (NF-əB) transcription factors 3,4. Once activated, TAK1 also transduced the signal to c- 

Jun N-terminal kinase (JNK) and p38 mitogen-activated protein kinases (p38) via T-loop 

phosphorylation of MAPK kinase 4/7 (MKK4/7), and MKK3/6, respectively 5,6. Activated 

transcription factors downstream of p38 and JNK1/2 (ie. activator protein 1 (AP1)) in conjunction 

with NF-əB coordinate the inflammatory and immune responses. 

 

Interestingly, the TRAF6-TAK1 signaling module is also used by GPCR as we previously 

documented a role of the PKCŬ-TRAF6-TAK1 signaling module in the activation of IKKɓ and 

NF-əB transcription factors following the activation of the angiotensin II (Ang II) type 1 receptor 

(AT1R) 7, an effect likely involved in some known pathological actions of the Ang II 8. TRAF6 is 

also required in the ability of other Gq/Gi-coupled receptors such as lysophosphatidic acid (LPA) 

receptors (LPAR) to induce NF-əB activation 9. Although the AT1R and LPAR1-6 initiate several 

signaling pathways through Gq, Gi and G12/13 leading to the activation of various transcription 

factors 10,11, the precise roles of TRAF6 in transmitting intracellular signals following stimulation 

with Ang II and LPA, or other GPCR engaging PKCs such as Protease-activated receptors (PAR1-

4) 
12,13, still remain elusive to this day. A unifying model favors the b-arrestin 2-dependent 

recruitment of a complex composed of CARD-Containing MAGUK 3 Protein (CARMA3), B-cell 

lymphoma/leukemia 10 (Bcl10), Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation 

protein 1 (MALT1) known as the CBM signalosome, which, with the help of PKC, lead to the 

oligomerization/activation of TRAF6 and the attachment of K63 polyubiquitin chains to various 

unknown adaptor proteins and/or the IKK complex, biological events leading to NF-əB 

transcription factors activation 9,14-19. 

 

In addition to the aforementioned working model, a new signaling paradigm for TRAF6 was 

proposed where the E3 ubiquitin ligase was shown to generate unanchored polyubiquitin K63-

linked polymers that supported the activation of TAK1 and the IKK complex in vitro. 2,20. To 

validate this model, Chenôs group further showed that Interleukin-1b (IL-1b) stimulation induced 

the accumulation of unanchored polyubiquitin chains that interact with TAB2 in vivo (e.i. in 
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cellulo). Furthermore, activation of TAK1 was solely induced by high molecular weight (HMW; 

> ~100 kDa) unanchored polyubiquitin K63-linked chains. The rapid generation of these 

polypeptide products (in seconds) was recently attributed to the highly processive nature of 

TRAF6, a critical feature that is essential for the prompt activation of TAK1 in response to 

proinflammatory stimuli 20,21. 

 

These reports thus suggest the possibility that the rapid generation of unanchored polyubiquitin 

chains by E3 ubiquitin ligases could serve as a mean to rapidly transmit and amplify intracellular 

signaling events, a model that is also supported by several observations made in the context of 

RIG-I-like receptors (RLRs) signaling-mediated antiviral innate immune response 22-25. Here, 

using primary and transformed cells from human and rodent origins, we found that TRAF6 is 

necessary for the rapid T-loop phosphorylation of TAK1, IKKɓ, p38 and JNK1/2 upon activation 

of GPCRs that are coupled to heterotrimeric Gq/11, G12/13 and Gi/Go family members. 

Mechanistically, we present evidence supporting a model in which this process occurs, at least in 

part, through the rapid formation of unanchored K63-linked polyubiquitin chains by TRAF6. Our 

findings introduce a novel paradigm in GPCR signal transduction, identifying unanchored K63-

linked polyubiquitin chains as new second messenger molecules. 
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RESULTS 

TRAF6 is required for Gq/Gi-coupled receptor agonists-induced early signal transduction 

events leading to the phosphorylation of TAK1, IKKɓ, JNK1/2 and p38 

We previously documented that the presence of TRAF6 was required for the rapid T-loop 

phosphorylation and activation of the phosphotransferase activity of TAK1 in Ang II-treated 

primary vascular smooth muscle cells (VSMC) 7. A putative role of TRAF6 in the generation of 

second messenger molecules implies its rapid and transient activation. Thus, to first document if 

this behavior occurs in cells exposed to Ang II, we used a subcellular fractionation approach to 

follow TRAF6 activation through its recruitment to a membrane-rich environment 26.  In primary 

cultured VSMC, Ang II treatment induced a rapid and transient translocation of TRAF6 into the 

membrane fraction (Supplementary Figure 1A). The use of a potent TRAF6 inducer, IL- also 

showed rapid and transient membrane relocation of the effector enzyme. The importance of 

TRAF6 in signaling events governed by TAK1 is further exemplified by the use of transient RNAi 

approaches which affected the early T-loop phosphorylation events occurring on both JNK1 and 

p38 in response to Ang II, LPA and thrombin (Thr) stimulations (Supplementary Figure 1B-D), 

an effect observed in conjunction with the synergistic influence of elevated TRAF6 expression on 

Ang II-induced activation of an AP-1 reporter construct (Supplementary Figure 1E).  

Our previous study also suggested a role for  TRAF6 in Ang II -induced IKKɓ T-loop 

phosphorylation and NF-əB activation in primary cultured VSMCs 7. Since an implication of 

TRAF6 in PKC- and LPA-induced T-loop phosphorylation of IKKɓ was previously questioned 9 

and that, to our knowledge, the roles of TRAF6 in Thr signaling leading to IKKɓ activation 

has not been addressed yet, these early signaling events were revisited in both primary and 

transformed cellular models. RNAi approach in primary VMSC showed the requirement of 

TRAF6 in Ang II, LPA and Thr -induced T-loop phosphorylation of IKKɓ (Supplementary 

Figure 1B-D). Furthermore, using immortalized TRAF6-deficient mouse embryonic fibroblasts 

(MEFs) exposed to the PKC activator phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), LPA and Thr, we 

further document essential roles of TRAF6 in early T-loop phosphorylation of TAK1 and 

downstream protein kinases under its control namely IKKɓ (and its substrate IəBŬ), p38 and 

JNK1/2 (Figure 1 and Supplementary Figure 2).   
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In opposition to our previous work demonstrating a role of TAK1 in inflammatory signaling events 

in cells exposed to Ang II 7, other observations proposed instead a role of MEKK3 in the 

phosphorylation of IKKɓ in response to LPA stimulation 15. However, the use of 5Z-7-oxozeaenol, 

a covalent inhibitor of TAK1, at a concentration as low as 300 nM showed the requirement of the 

enzymatic activity of TAK1 in early signaling events leading to IKKɓ, JNK1/2 and p38 

phosphorylation in both LPA- and Thr-stimulated cells (Supplementary Figure 3). All together, 

these data demonstrate that TRAF6 is rapidly activated and plays a pivotal role in signaling 

involving TAK1 and its downstream effectors IKKɓ, JNK1/2 and p38 following the activation of 

GPCRs that employ heterotrimeric Gq/11/12/13  family members as well as the pertussis toxin-

sensitive Gi/Go family 27. 

 

Rapid production of unanchored K63-linked polyubiquitin chains in cells exposed to GPCR 

agonists 

Using a cell-free system, TRAF6 was shown to produce unanchored K63-linked polyubiquitin 

chains promoting the activation of TAK1 and IKKɓ 20. This suggests that, if rapidly and transiently 

produced in a stimulus-dependent manner, they could act as novel second messenger molecules. 

Since Ang II induced a rapid and transient activation of TRAF6 (Supplementary Figure 1A), we 

next directly addressed the presence of free K63-linked polyubiquitin chains in cellulo. Our assay 

is based on an affinity purification procedure where the zinc-finger ubiquitin binding domain (ZnF 

UBD) from the deubiquitinase (DUB) enzyme isopeptidase T (IsoT or USP5) is produced as a 

glutathione-S-transferase (GST) fusion protein. Unlike any other UBDs, this domain contains a 

deep binding pocket where the C-terminal diglycine (GG) motif of ubiquitin is inserted, explaining 

the specificity of IsoT for unmodified (or unanchored) C terminus G-G motif of the proximal 

subunit of polyubiquitin 28. When using this free polyubiquitin chains ñtrapping deviceò in GST 

pull-down assays conducted on 2-3 mg of whole cell extracts (WCE) per condition, we observed 

a rapid and transient enrichment of HMW (> ~100 kDa) unanchored K63-linked polyubiquitinated 

chains species in cellular extracts derived from Ang II-treated primary VSMC (Supplementary 

Figure 4). Some species of low molecular weight (LMW; < ~100 kDa) also exist in the basal non-

stimulated state. Importantly, the use of recombinant IsoT to cleave unanchored polyubiquitin 

chains from their proximal end following the pull-down decreased the detection of the induced 
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HMW K63-linked polyubiquitinated signals indicating the specificity of this device towards the 

ñtrappingò of unanchored K63 polyubiquitin chains.  

 

The cell-free model proposes that the generation of free K63-linked polyubiquitin chains could 

help to place into close-proximity TAK1 and IKK through their respective polyubiquitin chains 

binding effectors TAB2 and IKKɓ allowing their activation through trans-autophosphorylation 

mechanisms 20. We thus decided to test whether the rapidly produced free K63-linked 

polyubiquitin chains were in fact interacting with the kinases or their scaffolding partners and test 

also if this was dependent of TRAF6. Co-immunoprecipitation (co-IP) assays revealed the 

presence of TRAF6-dependent HMW K63-linked polyubiquitinated signals in TAB2 and IKKɔ 

immunocomplexes derived from MEFs exposed to Thr and LPA (Figures 2A-B and Figure 3A). 

Moreover, using primary rat VSMC exposed to Thr, LPA and Ang II, a significant proportion of 

the TAB2- and IKKɔ-associated K63-linked polyubiquitinated signals were in fact IsoT sensitive 

(unanchored) polyubiquitin chains (Figure 2C and Figures 3B-D). Assessing the presence of 

these free chains in TAK1 and IKKɓ immunocomplexes derived from human VSMC exposed to 

Ang II revealed the presence of both free (i.e. isoT sensitive) HMW and LMW K63-linked 

polyubiquitinated chains that were easier to detect (Figures 2D and Figure 3E). All-in all, the 

transient and inducible occurrence of HMW K63-linked free polyubiquitin chain species in our 

GST pull-down trapping device, along with their TRAF6-dependent accumulation in 

immunocomplexes containing scaffolding proteins TAB2 and IKKɔ or protein kinases IKKɓ and 

TAK1 strongly implies their pivotal role in GPCR signaling events. 

 

Role of K63 unanchored polyubiquitin chain in early signaling events  

To further confirm a role of these rapidly produced free K63-linked polyubiquitin chains species 

in GPCR signaling events, we decided to use the ZnF UBD motif from IsoT to capture any free 

polyubiquitin chains in cellulo by stably overexpressing a tandem of four ZnF UBD motifs in 

immortalized HaCaT human keratinocytes. These cells are highly responsive to LPA stimulation 

29 and their capacity to produce unanchored K63-linked polyubiquitin chains was comparable to 

the response observed when the cells were treated with the positive control IL-1b (Figure 4A). 
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Importantly, the stable ectopic expression of the tandem ZnF UBD motifs correlated with a 

decrease in early (5 to 10 min) T-loop phosphorylation status of TAK1, IKKɓ, p38, JNK1/2 and 

IəBŬ in response to LPA exposure (Figure 4B).  As the transcription of the FOS immediate early 

gene is regulated by transcription factors such as ELK and AP-1, canonical targets of MAPKs, as 

well as the NF-əB transcription factor 30,31,  we next addressed the levels of the transcript in cells 

exposed to LPA for short periods of time. The stable ectopic expression of the tandem ZnF UBD 

motifs correlated with a significant decrease in the induction of FOS transcript after 60 min of LPA 

stimulation (Figure 4C). Together, these results further support biological functions of 

unanchored K63-linked polyubiquitin chains in GPCR-mediated signal transduction. 
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DISCUSSION 

Using different cellular models, agonists, selective affinity capture chromatography and molecular 

approaches, our data uncovers the involvement of TRAF6-dependent generation of unanchored 

K63-linked polyubiquitin chains that are present in TAK1/TAB2 and IKKɔ/IKKɓ 

immunocomplexes in GPCR-stimulated cells. Based on prior research 20,21 and the observed 

antagonistic signaling nature of stably expressed ZnF domains, we propose that these HMW 

unanchored K63-linked chains function as secondary messengers, triggering the trans-

autophosphorylation of TAK1. Our study not only reinforces the PKC-CBM-TRAF6 model 

derived from antigen receptor signaling pathways 32, but allow a better understanding of the 

molecular processes at play controlling the activation of the inflammatory kinase TAK1 and its 

downstream effector substrates IKKb, JNK1/2 and p38 in GPCR-mediated inflammatory 

responses. 

 

To be categorized as a second messenger, a molecule must adhere to specific criterias enabling it 

to accurately mirror the minute quantities of first messenger molecules found near the cell in the 

extracellular environment. Of these is the amplification of the signal generated by the engaged 

receptor. Second messenger molecules such as calcium are massively redistributed following their 

mobilization from the endoplasmic reticulum to the cytoplasm reaching intracellular 

concentrations of up to 1 ÕM. IP3 levels can even reach 20 ÕM upon PLC activation 33,34. Such 

high concentrations possibly explain why these molecules rapidly diffuse within the cytoplasm in 

order to relay and amplify the conformation-dependent signal generated by engaged GPCR. 

Interestingly, using in vitro conditions, Chenôs group previously reported that the concentration of 

free K63-linked polyubiquitin chains required to achieve half maximal in vitro activation of TAK1 

was approximately 16 ng/ɛl 20, equivalent to the in cellulo concentrations of approximately ~200 

to 100 nM for polyubiquitin chains composed of 10 to 20 ubiquitin molecules respectively. This 

partly explained why copious amount of cellular extracts (2 to 3 mg of cellular extracts per tested 

conditions) were needed to detect the rapidly generated unanchored K63-linked polyubiquitin 

chains species observed here (Figures 2, 3, 4A and Supplemental Figure S4). The rather small 

concentrations of free K63-linked polyubiquitin chains also imply that these molecules are 

unlikely to diffuse and rather act locally, i.e., in the vicinity of TRAF6 (i.e. TAB2-TAK1). They 
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also support the notion that the ability to transmit and amplify the signal from the active GPCR is 

more likely associated with their size (chain length) rather than their concentration, as recently 

concluded 21. 

 

The generation of second messenger molecules must also be a rapid and transient cellular event 

that is coupled to the activity of ubiquitous effector proteins involved in its metabolism (anabolism 

and catabolism). Our observations proposed that the rapid generation of HMW unanchored K63-

linked polyubiquitinated chains in MEFs exposed to GPCR agonists activating Gq or Gi-coupled 

receptors is dependent on the presence of the ubiquitously expressed TRAF6 E3 ubiquitin ligase 

(Figures 2A-B and Figure 3A). Moreover, the accumulation of these free polyubiquitin polymers 

is observed as early as 2 minutes of stimulation in the HaCaT cell that is highly responsive to LPA 

challenge (Figure 4A). The rapid formation of HMW unanchored K63-linked polyubiquitin chains 

is conceivable, owing to the highly processive nature of TRAF6 in their synthesis 21. 

 

Lastly, the signal transduction properties of the generated second messenger molecule must be 

tightly regulated to represent the activated conformation of the ligand-bound GPCR. 

Deubiquitinating enzymes (DUBs) would definitively be good candidates here. Namely, CYLD 

could be an interesting target to study in early GPCR signaling events based on its effect over Il-

1b and TNFa-mediated TAK1 and IKK complex activation 20. Competitive association with other 

UBD-containing proteins might also play a role in the ability of K63-linked polyubiquitin chains 

to act as second messenger molecules as previously demonstrated for the deubiquitinase A20 35. 

The researchers demonstrated that in response to IL-1b stimulation, A20 has the capability to 

interact with IKKɔ and extended (six or more residues) unanchored K63-linked polyubiquitin 

chains. The ñtrappingò of these free chains by A20 inhibited the activation of IKKɓ by the 

TAK1/TAB2 complexes, thereby blocking NF-əB signaling. Whether this model applies to GPCR 

signaling events will require further investigation but recent observation demonstrated the 

recruitment of A20 to TRAF6 upon LPA exposure 36. 
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Our understanding of the intracellular pathways leading to p38 and JNK activation by 

inflammatory GPCRs is still elusive. Experimental model addressing the remodeling properties of 

the vasoactive peptide Ang II supports the role of Apoptosis Signal-regulating Kinase 1 (ASK1) 

in p47phox-dependent redox-signalling through p38 and JNK1/2 37-41. For p38, another model 

proposes that GPCR coupled to Gq use an atypical pathway composed of c-Src-dependent K63-

linked polyubiquitination of GPCR by the E3 ubiquitin ligase neural precursor cell expressed 

developmentally down-regulated protein 4 (NEED4-2), leading to the recruitment of TAB2-TAB1-

p38 signaling complex and p38 autophosphorylation 42-45. Since our data support a role of: 1) the 

enzymes TRAF6 and TAK1 in p38 and JNK T-loop phosphorylation (Figure 1, Supplementary 

Figures 1B-D and Supplementary Figure 2); 2) the rapid generation of unanchored K63-linked 

polyubiquitin chains in TAB2 immunocomplexes (Figures 2A-C) and, 3) a role of these free 

chains in p38 T-loop phosphorylation (Figure 4B), future studies should verify how TRAF6 and 

TAK1 could intersect with either ASK1 or the c-Src/NEED-4-2/ TAB2-TAB1-p38 signaling 

complex. In this context, it is interesting to note that TRAF6 has the ability to bind and activate 

ASK1 46,47. 

 

GPCRs signal via heterotrimeric G proteins (comprising Ga, Gb, and Gg subunits) and ɓ-arrestins 

48. The exact mechanisms by which these receptors activate the IKK complex/NF-əB pathway 

remained unclear until the generation of knockout organisms lacking the scaffold proteins 

CARMA3 9 and Bcl10 49,50. The use of Bcl10 or CARMA3-deficient MEFs supported a model in 

which GPCR engagement by LPA and endothelin induced the activation of PKC, which in turn 

resulted in CARMA3-mediated TRAF6/Bcl10/MALT1 activation and the polyubiquitination of 

proteins associated with IKKɔ, whose identities remain unknown. Intriguingly, T-loop 

phosphorylation of IKKɓ within the IKK complex is governed by a PKC-MEKK3-dependent, but 

CARMA3-independent, pathway 9,15. The discovery that b-arrestin 2 acts as an essential scaffold 

effector and positive regulator in NF-əB signaling pathway by connecting CARMA3 to GPCRs 14 

and the importance of CARMA3 and Bcl10 in NF-əB activation by several inflammatory GPCR 

agonists 13,17,49,51-54 further underscore the CBM complex as a pivotal signaling platform for 

GPCR-mediated NF-əB activation. Although our study did not examine the role of the CBM 

complex in the rapid generation of unanchored K63-linked polyubiquitin chains, it is likely 
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implicated in this process. However, our model diverges from the current molecular signaling 

events downstream of TRAF6 9. We propose that in the context of early signaling event, 

polyubiquitination reactions are directly coupled to the T-loop phosphorylation and activation of 

TAK1, which functions upstream of IKKɓ and the p38 and JNK MAPKs upon GPCR engagement. 

In fact, observations shown here and published by us and other demonstrate the importance of 

TAK1 acting as the molecular hub. Notably, previous proteomic study suggested that ɓ-arrestin 2 

is associated with TAK1 in response to Ang-II stimulation 55. Furthermore, based on our previous 

work 7 and the inhibitory effect of 5Z-7-oxozeaenol (Supplementary Figure 3), TAK1 is likely 

to play a role in the early signaling events leading to IKKɓ, p38 and JNK1/2 activation. As for the 

proposed role of MEKK3 in LPA-mediated IKKɓ and JNK2 phosphorylation 15, we argue that it 

could either synergizes with TAK1 56 or play a role in the latter phase of LPA signaling, as shown 

for IL-1b 57.   

 

In conclusion, our data supports the roles of free K63-linked polyubiquitin chains that act as novel 

second messenger molecules upon GPCR engagement. Future studies aiming at developing 

cellular sensors (i.e. Bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based biosensors) 58 or 

fluorescence-based sensor 59 to measure and locate their production should help in our 

understanding of the subcellular propagation of GPCR signaling and the complex cellular 

responses controlled by this family of receptors. 
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METHODS 

Reagents, antibodies and plasmids 

Angiotensin II (Ang II, A9525), lysophosphatidic acid (LPA, L7260), thrombin (Thr, T9549) and 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, P1585) were purchased from Sigma Aldrich; recombinant 

human Interleukin 1 beta (IL1ɓ, PHC0815) was from ThermoFisher and Isopeptidase T/USP5, 

rabbit (E-320) was obtained from BostonBiochem. The commercial antibodies were purchased 

from the following suppliers: anti-TRAF6 (IMG-5654-2) 1mg/ml was from Imgenexe; anti-

phospho-p38 MAP Kinase Thr180/Tyr182 (#9211) 1: 1000, anti-phospho-SAPK/JNK 

Thr183/Tyr185 (#9251) 1: 1000, anti-phospho-TAK1 Thr187 (#4536) 1: 1000, anti-phospho-IəBŬ 

Ser32/Ser36 clone 5A5 (#9246) 1: 1000, anti-IKKɓ clone D30C6 (#8943) 1: 1000, anti-p38 

MAPK (#9202) 1: 1000, anti-SAPK/JNK (#9252) 1: 1000, anti-TAK1 (#4505) 1: 1000 and anti-

IəBŬ (#9242) 1: 1000 were from Cell Signaling Technology; anti-IKKɔ FL-149 (sc-8330) 1mg/ml 

and anti-TAB2 clone H-300 (sc-20756) 1mg/ml were from Santa Cruz Biotechnology; anti-Human 

Ub-K63 clone HWA4C4 (#05-1313) 2 mg/ml was from Millipore; phospho-IKKŬ/ɓ 

Ser180/Ser181 (SAB4301429) 1: 1000, anti-Flag (F7425) 1mg/ml, anti-CYLD (SAB4200060) 

1mg/ml and anti-ɓ-actin clone AC-74 (A5316) 1: 10 000 were from Sigma; anti-IKKɓ (A301-

827A) and anti-TAK1 (A301-916A) specifically used for immunoprecipitation were from Bethyl 

Laboratories. The following plasmids were kindly donated: the pCDNA3.1-HA-AT1R plasmid 

was from Dr. St®phane Laporte (McGill University, Montreal, QC), the pRL-TK plasmid was from 

Dr. John Hiscott (McGill University, Montreal, QC), the AP1 reporter plasmid (a.k.a. ī73Col-Luc 

plasmid 60) composed of the ī73 to +63 sequence of the human collagenase I promoter, which 

drives the expression of a luciferase reporter gene was from Dr. Michael Karin (University of 

California, San Diego, CA) and the pMRX-ires-puro retroviral vector was from Dr. Shoji Yamaoka 

(Tokyo Medical and Dental University, Japan) . The human TRAF6 cDNA was purchased from 

Origene and subcloned in the  pTag2B vector (Invitrogen) to obtain the pCMV-FLAG 

TRAF6. The expression construct Flag-HA-USP5 was obtained from Wade Harper and purchased 

throught Addgene (plasmid 22590).   

 

 

 

https://www.addgene.org/Wade_Harper/
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Cell culture 

Primary rat VSMC were obtained from aortic explants isolated from Wistar rats and grown in high 

glucose Dulbecco's modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum 

(FBS). The cells were identified as VSMC by morphology and immunofluorescence.  All 

experiments were conducted on cells at passage levels 5-12. Primary human aortic smooth muscle 

(HASMC) from ScienCell (#6110) were grown in Smooth Muscle Cells Medium (#1101) 

complemented with FBS (#0010), smooth muscle cell growth supplement (#1152), and 

penicillin/streptomycin solution (#0503). All experiments were conducted on cells at passage 

levels 2-6. Quiescent VSMC and HASMC were obtained by incubation of 95% confluent cell 

cultures in serum-free high glucose DMEM, Ham's F-12 (1:1) supplemented with 15 mM Hepes 

(pH 7.4), 0.1% low endotoxin bovine serum albumin and 5 ɛg/ml transferrin for 24 hours. HEK293 

Ad5 from ATCC (CRL-1573) were grown in high glucose DMEM supplemented with 10% FBS. 

TRAF6+/+ E1ARasV12 and TRAF6-/- E1ARasV12 mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were 

obtained from Dr. Tak Mak (University of Toronto, On, Canada) and CYLD+/+ and CYLD-/- MEFs 

from Dr. Reinhard Fªssler (Max Planck Institute of Biochemistry (MPIB) in Martinsried, 

Germany). MEFs were grown in high glucose DMEM supplemented with 10% FBS, 1: 100 000 

b-mercaptoethanol and 1 :100 non-essential amino acid. TRAF6+/+ E1ARasV12 and TRAF6-/- 

E1ARasV12 MEFs were serum starved for five hours at 50% confluency. CYLD+/+ and CYLD-/- 

MEFs were serum starved overnight at 80% confluency. HaCaT keratinocytes were obtained from 

Dr. Simon-Pierre Gravel (University of Montreal, Qc, Canada), propagated in high glucose 

DMEM supplemented with 10% FBS and serum starved overnight at 80% confluency. Cultures 

were maintained at 37 ÁC in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2   

 

Subcellular fractionation 

Subcellular fractionation was performed as previously described 26. Briefly, following 

stimulations, cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS), resuspended 

in ice-cold hypotonic buffer (42 mM KCl, 10 mM Hepes pH 7.4, 5 mM MgCl2, 1 mM sodium 

orthovanadate, 1 mM pefabloc, 1 mM leupeptin, 1 mM pepstatin A, 1 mM aprotinin) and incubated 

on ice for 15 min. The cells were sheared five times through a 27-gauge needle. The lysates were 

then centrifuged at 200Ĭg for 10 min at 4ÁC to remove nuclei and cell debris. The supernatants 
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were centrifuged at 20,000Ĭg for 90 min at 4ÁC and then collected as the cytosol fractions. Cellular 

pellets were resuspended in 100 ml of soft RIPA lysis buffer (50 mM Tris HCl pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 40 mM b-glycerophosphate, 1% Triton, 10% glycerol, 0.1% 

SDS, 0.05% sodium deoxycholate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM pefabloc, 1 mM leupeptin, 

1 mM pepstatin A, 1 mM aprotinin), incubated on ice for 30 min and centrifuged at 20,000Ĭg for 

90 min at 4ÁC. The supernatants were collected as the membrane fractions. Following protein 

quantification, immunoblotting analysis was performed on both fractions.  

 

Immunoblot analysis 

Equal amounts of lysate proteins were subjected to electrophoresis on 7.5 % or 10 % acrylamide 

gels. Proteins were electrophoretically transferred to Hybond-C nitrocellulose membranes 

(Amersham) in 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 20% methanol. Immunoblot analysis for each 

antibody was carried out according to manufacturerôs instructions. 

 

RNA Interference 

The ON-TARGETplus siRNA targeting rat TRAF6 (siRNA #1: 5ô-

GAGAACAGAUGCCUAAUCA-3ô; siRNA #4: 5ô-AGAGCAUGCAUGUGAGCGA-3ô), the 

non-targeting control (siNT) and the transfection agent were purchased from Dharmacon. Rat 

VSMC were transfected with 20 nM siRNA duplexes using 3.75 ml of Dharmafect 3 reagent (T-

2003-03) per 1 ml of total transfection medium. The cells were stimulated 72 hours post-

transfection and whole cell lysate extraction was done prior to immunoblotting analysis.  

 

Protein extraction 

After stimulations, cells were washed twice with PBS and proteins from whole cell extracts (WCE) 

were obtained by resuspending cells in  Triton X-100 lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 

mM NaCl, 50 mM sodium fluoride, 5 mM EDTA, 40 mM ɓ-glycerophosphate, 1% Triton X-100, 

10% glycerol, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM pefabloc, 1 mM leupeptin, 1 mM pepstatin A, 

1 mM aprotinin) for 30 min at 4ÁC. Lysates were clarified by centrifugation at 13,000Ĭg for 10 
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min. Proteins from WCE were quantified by Bradford protein assay (BioRad) according to 

manufacturerôs protocol. 

 

Luciferase assay 

HEK293 Ad5 cells were seeded in 24 wells plates (100 000 cells/well) and  transfected the day 

after by the calcium phosphate coprecipitation method with 10 ng of pRL-TK reporter 

(Renilla luciferase internal control), 100 ng of pCDNA3.1-HA-AT1R, 200 ng of ī73Col-Luc  and 

with an increasing amount of pCMV-FLAG TRAF6. Cells were serum starved 16 hours post-

transfection for 24 hours and then stimulated for 16 hours with 1 mM of Ang II. Cells were lysed 

in passive lysis buffer and assayed with the Promega Dual-LuciferaseÈ Reporter Assay System 

(E1910) according to the manufacturer's instructions. All firefly luciferase values were normalized 

to Renilla luciferase to control for transfection efficiency. 

 

Immunoprecipitation 

After cells stimulation, whole cell lysate extraction was carried out in presence of 10 mM of N-

Ethylmaleimide (NEM). 2 mg of the indicated antibodies were diluted in 1 ml of TNET 5% BSA 

and preabsorbed to 30 ɛl of protein A-Sepharose beads (GE Healthcare) for 4 hours at 4ÁC under 

agitation. The beads were washed once in 1 ml of TNET and 2 to 3 mg of WCE were added to the 

cross-linked antibodies for 4 hours at 4ÁC under agitation. The beads were washed four times in 

Triton X-100 lysis buffer complemented with 10 mM of NEM. Beads were resuspended in 

denaturing SDS loading buffer and subjected to immunoblotting analysis. 

 

Isopeptidase T treatment 

After immunoprecipitation or GST-ZnF UBP pull down, the beads were washed two times in 

Triton X-100 lysis buffer complemented with 10 mM of NEM and two times in Triton X-100 lysis 

buffer without NEM. 200 nM of native recombinant isopeptidase T (isoT) was resuspend in 10 Õl 

of isoT buffer (20 mM Tris, pH 7.5, 10 mM DTT, 0.1mg/ml BSA) and added to beads for 1 hour 
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at 30 ÁC as indicated.  Beads were then resuspended in denaturing SDS loading buffer for further 

immunoblotting analysis. 

 

GST- ZnF UBP production  

The sequence encoding the second ZnF domain, which binds free ubiquitin chainsô diglycine 

carboxyl tail, (ZnF UBP; residue 163ï291) of homo sapiens isoT 61 was cloned from the Flag-HA-

USP5 plasmid and insert in the pGEX-KG vector. The resulting plasmid was transformed in BL21 

competent E. coli cells which were subsequently grown in Luria-Bertani media at 37ÁC to an 

OD600nm of 0.6. The production of recombinant GST-ZnF UBP was induced with 1 mM isopropyl-

b-D-thiogalactoside (IPTG) at 37ÁC for 3 hours. Cells were centrifuged at 6000xg for 15 min at 

4ÁC and resuspended in 20 ml of ice-cold PBS. After a second centrifugation, the pellet was 

resuspended in 10 ml of ice-cold PBS containing protease and phosphatase inhibitors (1 mM 

pefabloc, 1 mM leupeptin, 1 mM pepstatin A, 1 mM aprotinin, 1 mM sodium orthovanadate). The 

solution was freeze and thaw 3 times, sonicated and complemented with Triton X-100 at a final 

concentration of 1% prior to be centrifuged at 10 000xg for 10 min at 4ÁC. The supernatant was 

added to glutathione-agarose 4B beads (GE Healthcare) and incubated 2 hours at 4ÁC under 

agitation. The beads were centrifuged at 500xg at 4ÁC for 5 min and washed 3 times with 10 ml of 

ice-cold PBS containing 1% of Triton X-100 followed by a final wash with 10 ml of ice-cold PBS. 

The elution of bound GST-ZnF UBP recombinant protein was accomplished by incubating the 

beads for 10 min at room temperature with an elution buffer containing 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 

10% glycerol, and 30 mM reduced glutathione.  

 

GST- ZnF UBP pull-down 

After cells stimulation, whole cell lysate extraction was done in presence of 10 mM of NEM. For 

each condition, 50 mg of GST-ZnF UBP was diluted in 1 ml of blocking buffer (0.25% gelatine, 

50 mM KCl, 50 mM HEPES ph 7.5) and incubated with 30 ml of glutathione-agarose 4B beads 

(GE Healthcare) for 30 min at room temperature under agitation. The resin was washed once in 

Triton X-100 lysis buffer and then incubated with 2 to 3 mg of WCE for 4 hours at 4ÁC under 

agitation. The beads were either washed four times in Triton X-100 lysis buffer complemented 
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with 10 mM of NEM and resuspended in denaturing SDS loading buffer prior to immunoblotting 

analysis or subjected to isoT treatment. 

pMRX-ires-puro Flag 4x ZnF UBP production 

Four repetitive DNA sequences encoding the second ZnF UBP (residue 163ï291) of homo sapiens 

isoT 61 were cloned from the Flag-HA-USP5 plasmid and insert in the pMRX-ires-puro retroviral 

vector by the controlled and ordered oligonucleotide ligation (COOL) procedure 62 using three 

inserts flanked with a BglII site at their 5ô terminus and a BamH1 and EcoRI site at their 3ô 

terminus. Insert #1 was composed of a DNA sequence encoding a kozak sequence and a Flag-tag 

peptide  (DYKDDDDK) followed by the second ZnF UBP of isoT and a poly-glycine linker 

63.Insert #2 was composed of the second ZnF UBP of isoT and a poly-glycine linker and insert #3 

encoded the second ZnF UBP of isoT, a poly-glycine linker and a Stop codon (UAA). 

 

Production of stable HaCaT expressing FLAG 4x ZnF UBP  

Platinum-A (Plat-A) retroviral packaging cell line (Cells BIOLABS) were transfected with the 

pMRX-ires-puro vector or with the pMRX-ires-puro Flag 4x ZnF UBP vector using Lipofectamine 

3000 Transfection Reagent (Invitrogen) according to the manufacturer's instruction. The retroviral 

pseudoviruses were collected 48 hours after transfection and passed through a 0.45 mm filter. 1 

600 000 HaCaT cells were infected with 2 ml of virus containing 10 mg/ml of polybrene for 48 

hours and selected for 4 days with 1.5 mg/ml of puromycin, creating stable populations expressing 

either the pMRX-ires-puro vector or the pMRX-ires-puro Flag 4x ZnF UBP. 

 

RNA isolation and quantitative RT-PCR analysis 

RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (No. 74106, Qiagen) according to the manufacturer's 

instructions. RNA was quantified with NanoPhotometer (Implen GmbH, Munich, Germany), and 

samples were evaluated for integrity with a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, 

CA). RNA was reverse transcribed into cDNA with the Maxima First Strand cDNA synthesis kit 

with dsDNase (Thermo Fisher Scientific). Gene expression was determined using assays designed 

with the Universal Probe Library from Roche (www.universalprobelibrary.com). For each qPCR 

http://www.universalprobelibrary.com/
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assay, a standard curve was performed to ensure that the efficiency of the assay was between 90% 

and 110%. The QuantStudio7 qPCR instrument (Thermo Fisher Scientific) was used to detect the 

amplification level. All reactions were run in triplicate and Relative mRNA expression was 

calculated according to the comparative threshold (CT) formula 2
īȹȹCT, where ȹȹCT = ȹCT test 

sampleïȹCT calibrator sample and ȹCT = CT(target)ïCT(endogenous control). HPRT and ACTB 

were used as endogenous control. FOS:  FWD 5ô CTACCACTCACCCGCAGACT 3ô, REV 5ô 

AGGTCCGTGCAGAAGTCCT 3ô; HPRT : FWD 5ô TGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGA 

3ô, REV 5ô CAAGACATTCTTTCCAGTTAAAGTTG 3ô; ACTB:  FWD 5ô CCATCTACGAGGG 

GTATGCC 3ô, REV 5ô GCGCTCGGTGAGGATCTTC 3ô 

 

Statistics and Reproducibility  

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 9.0. All data are from a 

minimum of two independent experiments. Comparison of more than two groups was evaluated 

with 2-way ANOVA with Tukeyôs multiple-comparison test. Differences were considered 

significant at a P-value below 0.05. 

DATA AVAILABILITY 

Source data that support this study are available from the corresponding author on reasonable 

request. 
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CHAPITRE VIII : DISCUSSION 

8.1 M®canisme dôaction de l'activation des voies inflammatoires m®di®e par les r®cepteurs 

coupl®s aux prot®ines G (RCPGs) 

Les mod¯les pr®-cliniques sugg¯rent que les maladies inflammatoires, en particulier dans le cas 

des maladies inflammatoires vasculaires telles que l'ath®roscl®rose, sont en partie induites par une 

activation chronique de certains RCPGs tels que AT1R, LPAR et PARs (41, 82, 83, 165, 177, 178). 

Lors de l'activation des RCPGs, nous observons que tous les ligands s®lectionn®s, ̈  savoir l'Ang 

II (152, 153, 154), la LPA (Figure 1A de l'article et figure annexe 1), ainsi que la thrombine 

(Figure 1B de l'article et figure annexe 1), peuvent induire une cascade de signalisation pro-

inflammatoire dans divers types de cellules. 

Apr¯s un changement de conformation des RCPGs, nous sugg®rons, conform®ment aux 

publications pr®c®dentes de notre laboratoire (152, 153, 154), que les prot®ines G (GŬi ou GŬq/11) 

et ɓ-arrestin2 sont impliqu®es dans lôinitiation dôune cascade de signalisation intracellulaire en 

aval. Les prot®ines G sont responsables de l'activation de PKCŬ via l'IP3 et le DAG, ainsi que de 

la lib®ration des ions calcium dans un contexte GŬq/11 par l'activation directe de PLC-ɓ ou par 

lôactivation dôun r®cepteur coupl® ¨ la prot®ine GŬi capables d'activer PKC via lôhomodim¯re Gɓɔ 

(27). Ce changement de conformation du r®cepteur entra´nera ®galement sa phosphorylation par 

les kinases sp®cifiques des r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (GRKs), conduisant ¨ la liaison de 

ɓ-arrestin2 et ¨ l'initiation d'une signalisation biais®e de ɓ-arrestin2 (Figure 15). La ɓ-arrestin2 est 

ensuite capable dôinitier le recrutement du complexe CBM contenant CARMA3, BCL10 et 

MALT1. De plus, les prot®ines G (GŬi ou GŬq/11) et ɓ-arrestin2 agissent de mani¯re 

compl®mentaire pour favoriser la phosphorylation par PKCŬ, ce qui conduit ¨ l'activation de la 

sous-unit® CARMA3 afin dôactiver le complexe CBM et faciliter le recrutement et lôactivation de 

TRAF6, un acteur cl® dans la propagation du signal inflammatoire (Figure 16). 
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Figure 15. Initiation de la signalisation m®di®e par les RCPGs des ligands vasoactifs (L = Ang 

II, LPA, Thr). Lôactivation des RCPG par des ligands vasoactifs induit la signalisation via les 

prot®ines G, entra´nant lôactivation de PKCŬ, ainsi que la signalisation ɓ-arrestine permettant le 

recrutement du complexe CBM (CARMA3ïBCL10ïMALT1).  
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Figure 16. L'activation de PKC et le recrutement du complexe CBM sont n®cessaires pour 

l'activation de TRAF6. Suivant lôactivation des RCPG par des ligands vasoactifs (Ang II, LPA, 

Thr), la signalisation via GŬq entra´ne lôactivation de PKCŬ et le recrutement du complexe CBM 

(CARMA3ïBCL10ïMALT1). Cette activation est essentielle pour le recrutement de TRAF6, qui 

catalyse la formation de cha´nes de polyubiquitine K63, sous forme ancr®e ou non ancr®e. Ces 

cha´nes servent de plates-formes de signalisation pour le recrutement et lôactivation du complexe 

TAB2/3ïTAK1, ainsi que du complexe IKK (NEMO/IKKɓ/IKKŬ). 
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8.2 Le r¹le de TRAF6 dans l'activation des voies inflammatoires m®di®e par les r®cepteurs 

coupl®s aux prot®ines G (RCPGs) 

TRAF6 est une E3 ubiquitine ligase qui joue un r¹le central dans l'activation des voies 

inflammatoires ¨ travers des r®cepteurs tels que les r®cepteurs B cell receptors (BCR), Toll-like 

(TLRs), les r®cepteurs de l'interleukine-1 (IL-1Rs) et les r®cepteurs du facteur de n®crose tumorale 

(TNFRs) (156, 158). TRAF6 est une enzyme cl® qui coordonne la r®ponse cellulaire aux signaux 

inflammatoires en agissant comme un centre de signalisation pour les kinases en aval (i.e complexe 

IKK, TAB2/TAK1) via la g®n®ration de cha´nes de polyUbK63. Le r¹le de TRAF6 dans l'activation 

des voies inflammatoires m®di®e par les RCPGs a ®t® peu ®tudi®. Nous avons utilis® des cellules 

MEF TRAF6 -/- pour explorer la fonction de TRAF6-TAK1 et comprendre son r¹le dans 

l'activation de la signalisation inflammatoire induite par les RCPGs en r®ponse ¨ des ligands 

vasoactifs. 

En effet, lors de la stimulation des cellules MEF TRAF6 +/+ ainsi que des cellules HaCaT 

exprimant un vecteur vide, avec du LPA et de la thrombine (THR), la phosphorylation de TAK1 

est induite d¯s 2 ¨ 5 minutes (Figures Annexe 1, 2, 3, 4). Lôutilisation dôun inhibiteur 

pharmacologique de TAK1 ((5Z)-7-Oxozeaenol; 300nM) puissant d®montrent de plus que cette 

activation rapide contr¹le l'activation en aval du complexe IKKɓ et d'IəBŬ (voie NFəB), ainsi que 

de JNK et p38 (voie AP-1) (Figure Suppl®mentaire 4 de l'article, Figure Annexe 5). Dans les 

cellules d®pourvues de TRAF6, la phosphorylation de TAK1 sur Thr187 semble absente, ce qui 

emp°che l'activation des autres kinases (Figures Annexe 1, 2). Il est ¨ noter que l'induction des 

kinases en r®ponse au LPA et ¨ la thrombine est significativement inf®rieure ¨ notre contr¹le positif 

IL-1.  

En r®sum®, ces r®sultats d®montrent que TRAF6 joue un r¹le essentiel dans lôactivation de la 

signalisation inflammatoire en r®ponse aux ligands vasoactifs (comme le LPA et la thrombine) via 

les RCPGs. En particulier, la phosphorylation de TAK1 sur la thr®onine 187 d®pend de TRAF6 et 

est indispensable ¨ lôactivation des voies NFəB et AP-1. Lôabsence de TRAF6 ou lôinhibition de 

TAK1 bloque ces voies, soulignant ainsi lôimportance cruciale de lôaxe TRAF6-TAK1 dans la 

r®gulation de la r®ponse inflammatoire m®di®e par lôactivation RCPGs par la LPA et la THR.  

Cette r®ponse inflammatoire constante de plus faible intensit® est observ®e dans plusieurs maladies 

chroniques (159, 160). TRAF6 serait une cible pharmaceutique int®ressante dans les maladies 
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inflammatoires m®di®es par les RCPGs et dans le cancer bien que davantage de recherches sur les 

autres interactions possible li®es ¨ TRAF6 dans notre mod¯le soient n®cessaires, comme sa 

capacit® ¨ activer d'autres kinases telles que c-Src, Akt et MEKK1 (153, 154, 155). 

8.3 Cha´nes libres de polyubiquitines li®es ¨ la lysine 63 : Un nouveau messager secondaire, 

la construction ZnF-UBP 4x tandem et aspects th®rapeutiques potentiels. 

Les r®sultats obtenus d®montrent que les cha´nes libres de polyUbK63 agissent en tant que 

nouveaux seconds messagers impliqu®s dans la signalisation inflammatoire m®di®e par les RCPGs. 

Cette d®couverte met en ®vidence la complexit® des m®canismes r®gulateurs cellulaires permettant 

de moduler finement ces voies de signalisation. Le r¹le central de TRAF6 dans la g®n®ration de 

ces cha´nes libres est particuli¯rement soulign®, celles-ci contribuant ¨ la phosphorylation de la 

boucle T de TAK1 ainsi que dôautres kinases pro-inflammatoires, notamment dans des cellules 

stimul®es par la LPA et la thrombine. Comme l'ont d®montr® les travaux de Z. J. Chen (125), 

TRAF6 est capable de produire in vitro des cha´nes libres de polyUbK63 aptes ¨ activer 

directement TAK1 et IKKɓ. 

Afin de v®rifier le r¹le de ces cha´nes libres de polyUbK63 in cellulo, nous avons notamment 

utilis® des cellules exprimant la construction ZnF-FLAG UBP 4x tandem, un domaine capable de 

reconna´tre et de pi®ger le motif glycine-glycine (G-G) libre ¨ lôextr®mit® C-terminale des cha´nes 

de polyUbK63 (Figure 17) (133, 134).  
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Figure 17. Mod¯le de fonctionnement de la construction FLAG-ZnF UBP 4x tandem pour le 

pi®geage ótrappingô des cha´nes de polyubiquitines non ancr®es li®es par la lysine-63.  A. En 

lôabsence de la construction FLAG-ZnF UBP 4x tandem, les cha´nes libres interagissent avec 

TAK1 et le complexe IKK, activant les voies de signalisation NF-əB et AP-1. B. En pr®sence de 

la construction FLAG-ZnF UBP 4x tandem, les cha´nes libres sont captur®es via une interaction 

sp®cifique entre le domaine UBP et le di-glycine (G-G) en C-terminal des cha´nes dôubiquitines, 

ce qui limite lôactivation des complexes signal®tiques, entra´nant une r®duction de lôactivation des 

voies NF-əB et AP-1. 

 

 On observe une diminution de la signalisation des kinases inflammatoires (TAK1, IKKɓ, p38, 

JNK et IəBŬ) dans les cellules exprimant la construction ZnF-FLAG-UBP 4x tandem en r®ponse 

¨ la LPA et la THR comparativement aux cellules ayant un vecteur vide (Figure 4 de lôarticle, 

Figure Annexe 2 et 3).  De plus, on observe dans notre test d'immunopr®cipitation FLAG dans la 

lign®e cellulaire HaCaT (Vecteur vide vs ZnF-FLAG-UBP 4x tandem) stimul® ¨ la LPA (2min) 
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une accumulation des longues cha´nes de polyUbK63 ayant un poids mol®culaire sup®rieur ¨ 90 

kDa dans les cellules HaCaT ZnF-FLAG UBP 4x tandem (Figure Annexe 8).  

Les r®sultats de l'article du Dr Zhijian J. Chen sugg¯rent que les longues cha´nes de polyubiquitine 

sont responsables de l'activation de TAK1 et du complexe IKK (figures suppl®mentaires 9 et 10 

de Chen et al., 2009) (125), tandis que les cha´nes courtes de polyubiquitine ont une activit® 

inhibitrice sur TAK1 et IKKŬ/ɓ. En accord avec les d®couvertes du Dr Chen, nous concluons que 

TRAF6 favorise la g®n®ration de longues cha´nes de polyubiquitine K63 non ancr®es dans les 

cellules activ®es par les RCPGs (in cellulo), responsables de l'activation partielle des voies NF-əB 

et AP-1. De plus, il est plausible que que FLAGïZnFïUBP 4x exerce un effet antagoniste vis-̈-

vis des longues cha´nes de polyUbK63 (Figure 26) (Figure Annexe 8). N®anmoins, des ®tudes 

compl®mentaires sont n®cessaires pour ®lucider plus pr®cis®ment le mode dôaction de cette 

inhibition. 

En accord avec les d®couvertes du Dr Chen, nous concluons que TRAF6 favorise la g®n®ration de 

cha´nes de polyubiquitine K63 non ancr®es dans les cellules activ®es par les RCPGs, contribuant 

¨ lôactivation partielle des voies NF-əB et AP-1 dans nos lign®es cellulaires HaCaT. Nous 

proposons donc un nouveau r¹le pour TRAF6 : une fois activ®e, cette enzyme produit deux formes 

de cha´nes de polyUbK63 : 

¶ une forme ancr®e directement li®e aux complexes TAB2ïTAK1 et IKK, 

¶ une forme libre, qui agit comme un second messager et sert de plateforme dô®chafaudage 

pour lôactivation de TAK1 et, en aval, des kinases inflammatoires (Figure18). 
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Figure 18. Lôactivation des facteurs de transcription NF-əB et AP-1 par le signal des cha´nes 

de polyubiquitines non ancr®es li®es par la lysine-63. Les cha´nes libres (upolyUbK63) 

permettent le recrutement et lôactivation de TAK1 et du complexe IKK, point de d®part de deux 

cascades majeures : lôactivation du complexe IKK (IKKŬ/ɓ/NEMO) conduit ¨ la phosphorylation 

et la d®gradation dôIəBŬ, permettant la translocation nucl®aire de NF-əB, tandis que TAK1 active 

les MAP kinases JNK et p38, qui phosphorylent les composants dôAP-1 (c-JUN/c-FOS), favorisant 

son activation transcriptionnelle. Ces voies convergent vers lôexpression de g¯nes pro-

inflammatoires dont les g¯nes de r®ponse pr®coce (Early Response Genes) FOS et EGR1. 
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8.3.1 M®canismes dôactivation par les RCPGs, ROS et c-Src 

Tel que discut® dans la section pr®c®dente, TAK1 est n®cessaire dans la phase pr®coce de la 

signalisation, jouant un r¹le critique dans l'activation de la voie IKKɓ/NF-əB ainsi que de la voie 

de signalisation JNK/p38/AP-1 en agissant comme une MAP3K (Figure Suppl®mentaire 3 de 

lôarticle et Figure Annexe 5). Cependant, les m®canismes reliant sp®cifiquement les RCPGs ¨ 

lôactivation des MAPK p38 et JNK1/2 restent encore partiellement ®lucid®s. Dans des cellules 

musculaires lisses vasculaires stimul®es par l'angiotensine II, une forte activation de la NADPH 

oxydase et de sa sous-unit® p47phox (indispensable ¨ lôassemblage du complexe actif Nox2). Cette 

activation entra´ne la production de ROS, qui en cons®quence induit lôactivation de ASK1, une 

®tape cruciale ̈ lôactivation de p38/JNK1/2 et ¨ la r®gulation dôAP-1 (164).  

Par ailleurs, une autre ®tude sugg¯re que certains RCPGs coupl®s aux prot®ines GŬq utilisent une 

voie non canonique impliquant une polyubiquitination li®e ¨ K63 d®pendante de c-Src, catalys®e 

par la E3 ubiquitine ligase NEED4-2. Cette voie conduit au recrutement du complexe de 

signalisation TAB2/TAB1/p38 et ¨ l'autophosphorylation de p38, toujours sous lôinfluence de 

niveaux ®lev®s de ROS (164).  

En parall¯le, il a ®galement ®t® rapport® que c-Src active NF-əB dans des cellules ®pith®liales 

pulmonaires trait®es par la thrombine, via les voies PKCŬ et Gɓɔ/Rac1/PI3K/Akt (165). 

Lôensemble de ces donn®es souligne lôimportance de c-Src et des ROS dans la signalisation 

inflammatoire m®di®e par les RCPGs. Il serait donc pertinent dô®valuer plus en d®tail la production 

de ROS ainsi que lôimplication de c-Src dans les mod¯les cellulaires (MEF, HaCaT) trait®s au LPA 

et ¨ la thrombine. 

8.3.2 G¯nes de r®ponse pr®coce (Early Response genes) 

Pour qu'une mol®cule soit class®e comme un second messager, elle doit °tre produite rapidement 

en r®ponse ¨ la stimulation dôun r®cepteur membranaire, puis diffuser dans le cytosol afin de 

transmettre et amplifier le signal intracellulaire (31). Ces caract®ristiques permettent aux seconds 

messagers de jouer un r¹le central dans la transduction rapide des signaux extracellulaires vers des 

r®ponses cellulaires cibl®es. 

Dans ce contexte, les cha´nes de polyubiquitine K63 non ancr®es ®mergent comme des candidats 

potentiels au statut de seconds messagers. Pour d®montrer davantage le r¹le critique des cha´nes 
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de polyubiquitine non ancr®es dans la transduction des signaux pr®coces, des exp®riences de RT-

qPCR montrent l'induction marqu®e de g¯nes de r®ponse pr®coce dans les cellules HaCaT 

stimul®es par la LPA. Des g¯nes tels que c-fos et Egr-1 ont ®t® significativement induits apr¯s 15, 

30 et 60 minutes de stimulation (Figure Annexe 9). Cependant, la surexpression des domaines 

FLAG-ZnF-UBP en tandem (4x) entra´ne une diminution marqu®e de l'expression des g¯nes de 

r®ponse pr®coce, sugg®rant une inhibition de l'activit® transcriptionnelle rapide m®di®e par les 

facteurs NF-əB et AP-1. Ces observations renforcent lôid®e que les cha´nes de polyubiquitine K63 

non ancr®es jouent un r¹le central en tant quôinterm®diaires de signalisation dynamiques, 

r®pondant aux caract®ristiques de v®ritables seconds messagers dans ce contexte inflammatoire. 

(Figure Annexe 9). Une augmentation de lôexpression c-fos, composant de l'h®t®rodim¯re c-fos/c-

jun du complexe du facteur de transcription AP-1, peut augmenter la signalisation AP-1 et 

indirectement de NF-əB (71). Comme mentionn® dans lôintroduction, la coexpression de ces g¯nes 

montre que la sous-unit® p65 de NF-əB interagit avec c-Fos et c-Jun pour am®liorer la liaison ¨ 

l'ADN, entra´nant potentiellement un effet synergique sur leurs fonctions (71). De plus, EGR-1 a 

®galement montr® une capacit® ¨ induire des r®ponses inflammatoires pr®coces dans les 

inflammations aigu±s et chroniques via la voie PKC-ɓ (166). Cela pourrait contribuer ¨ la fois ¨ 

des r®ponses immunitaires protectrices et, si d®r®gul®es, ¨ une inflammation pathologique, comme 

l'isch®mie, l'ath®roscl®rose ou la rest®nose, en agissant sur les voies NF-əB et AP-1 (166, 167). La 

coordination entre l'activation rapide de TAK1 et l'expression des g¯nes pr®coces souligne le r¹le 

central des cha´nes libres de polyUbK63 dans des processus tels que le recrutement des cellules 

immunitaires, l'initiation et l'amplification des signaux inflammatoires d®clench®s par le LPA et la 

thrombine. 

8.3.3 Perspectives th®rapeutiques 

Sur le plan th®rapeutique, cibler lôinhibition des cha´nes libres de polyUbK63 pourrait se r®v®ler 

prometteur pour les maladies inflammatoires chroniques (ath®roscl®rose, polyarthrite rhumatoµde, 

fibrose, etc.), dans lesquelles une activation excessive de NF-əB et AP-1 entra´ne une 

inflammation persistante (39). Les m®dicaments anti-inflammatoires classiques ont tendance ¨ 

affaiblir globalement le syst¯me immunitaire, ce qui peut compromettre la r®ponse de lôorganisme 

face aux infections ou aux blessures. En revanche, une approche plus cibl®e, focalis®e sur des 

composants sp®cifiques comme les cha´nes libres de polyUbK63, permettrait de limiter 



107 

 

lôinflammation chronique sans perturber la r®ponse immunitaire aigu±, essentielle pour combattre 

efficacement les agressions ext®rieures. 

8.4 R®gulation des cha´nes libres de polyubiquitines li®es ¨ la lysine 63 par les d®ubiquitinases 

Au d®but de cette th¯se, trois d®ubiquitinases (DUBs) capables de reconna´tre et de d®grader les 

cha´nes de polyubiquitine li®es par la lysine 63 ont ®t® introduites : CYLD, A20 et USP5 (IsoT). 

Les d®ubiquitinases sont des enzymes sp®cialis®es dans le recyclage des cha´nes de polyubiquitine 

en monom¯res inactifs, qui peuvent ensuite °tre r®utilis®s dans divers processus cellulaires. Ces 

enzymes appartiennent ¨ diff®rentes familles, chacune ayant des pr®f®rences sp®cifiques pour ses 

substrats et des fonctions cellulaires distinctes. 

8.4.1 CYLD 

Des ®tudes r®centes ont mis en ®vidence le potentiel de CYLD ¨ cliver sp®cifiquement les cha´nes 

de polyubiquitine li®es ¨ K63 dans les cellules en r®ponse ¨ l'activation de NF-əB (168, 169, 170). 

CYLD se lie ¨ NEMO et ¨ TRAF2 et facilite le d®mant¯lement des cha´nes de polyUbK63 

pr®sentes sur TRAF2, TRAF6 et NEMO. Lors de mes premi¯res exp®riences dans le laboratoire 

du Dr Servant, j'ai exp®riment® avec des cellules d®pourvues de CYLD et observ® l'activit® kinase 

¨ l'int®rieur de ces cellules. Nous avons d®couvert que toutes nos kinases semblaient fortement 

phosphoryl®es m°me ¨ des niveaux basaux et qu'elles ®taient encore plus activ®es avec la 

stimulation par LPA et thrombine, ¨ l'exception de TAK1 (Figures Annexes 6 et 7). Un knockdown 

partiel de CYLD pourrait °tre une meilleure approche dans cette ®tude pour observer plus 

clairement l'activit® de CYLD sans perdre compl¯tement sa fonction, comme dans le cas d'un 

knockout. CYLD interagit directement avec MALT1 dans le complexe de signalisation CBM, ce 

qui sugg¯re que cette interaction joue un r¹le cl® dans la r®gulation fine de l'activation de NF-əB 

par des ®v®nements de d®ubiquitination r®gul®s (171).  

8.4.2 A20 

Comme mentionn® pr®c®demment, l'activation de NF-əB et AP-1 se fait par la polyubiquitination 

li®e ¨ K63 de kinases comme le complexe IKK et le complexe TAB2/3-TAK1. A20 est une autre 

d®ubiquitinase, similaire ¨ CYLD, qui est un r®gulateur n®gatif crucial des voies de signalisation 

NF-əB et AP-1. Il catalyse principalement la d®ubiquitination des cha´nes polyubiquitine K63 

produites par TRAF6 (172), mais peut ®galement cibler les cha´nes polyubiquitine K48 (173). 
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Cette activit® de d®ubiquitination d'A20 est essentielle pour maintenir l'hom®ostasie cellulaire et 

pr®venir l'inflammation excessive.  Malgr® le fait que A20 est connu pour °tre impliqu® dans la 

r®gulation de NF-əB et AP-1 (174, 175), les observations ont seulement ®t® observ®s dans les 

cellules immunitaires et de plus amples investigations dans les cellules non immunitaires reste ¨ 

°tre fait.  

8.4.3 USP5 (IsoT) 

USP5 est connue pour reconna´tre quatre formes de polyubiquitine non ancr®es, notamment celles 

li®es par K48, K63, K29/K6 et les cha´nes lin®aires (176). Cette d®ubiquitinase (DUB) pr®sente 

une affinit® pr®f®rentielle pour la liaison et le d®mant¯lement des cha´nes polyubiquitine li®es par 

K48 (133), bien qu'elle ait une plus faible affinit® pour les cha´nes polyubiquitine non ancr®es li®es 

par K63. Malgr® cette plus faible affinit®, USP5 pourrait r®guler les longues cha´nes polyubiquitine 

non ancr®es li®es par K63, comme le montre notre test d'immunopr®cipitation FLAG dans notre 

lign®e cellulaire HaCaT stimul®e par LPA (Figure Annexe 8), exprimant UBP, un composant 

important d'USP5 capable de reconna´tre le motif G-G sur les polyubiquitines non ancr®es (134). 

Apr¯s reconnaissance, USP5 initierait son activit® catalytique pour d®composer les longues 

cha´nes de polyubiquitine non ancr®es li®es par K63 en monom¯res d'ubiquitine inactifs, r®duisant 

ainsi l'activation des voies de signalisation NF-əB et AP-1. Des recherches suppl®mentaires sur 

USP5 pourraient r®v®ler un r¹le particulier dans la r®gulation des longues cha´nes de 

polyubiquitine non ancr®es li®es par la lysine-63 dans les voies de signalisation inflammatoires 

induites par les RCPGs. 
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CHAPITRE IX : CONCLUSION, PERSPECTIVES ET DIRECTIONS FUTURES 

 

Conclusion 

En conclusion, nos travaux mettent en ®vidence le r¹le cl® des voies de signalisation 

inflammatoires activ®es par les r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (RCPGs). Nous montrons que 

les ligands vasoactifs (Ang II, LPA et thrombine) d®clenchent la cascade pro-inflammatoire via 

lôactivation coordonn®e des prot®ines G et de ɓ-arrestin2, menant au recrutement et ¨ lôactivation 

du complexe CBM (CARMA3ïBCL10ïMALT1) et de TRAF6. La phosphorylation de TAK1, 

pivot essentiel reliant les voies NF-əB et AP-1, est strictement d®pendante de lôactivit® de TRAF6, 

et lôabsence de ce dernier ou lôinhibition de TAK1 bloque efficacement la r®ponse inflammatoire. 

En parall¯le, nos r®sultats soulignent lôimportance de la g®n®ration de cha´nes de polyubiquitine 

K63 ç libres è, un second messager intracellulaire qui favorisent lôactivation rapide de TAK1, 

renfor­ant la r®ponse inflammatoire en aval et que cette activation est surtout d®pendante des 

longues cha´nes de polyUbK63. Finalement, cette activation des kinases activent les facteurs de 

transcription de NF-əB et AP-1 et initie lôexpression de g¯nes inflammatoire de r®ponse pr®coce 

(c-fos, Egr-1) (Figure 19). 

Le domaine UBP d®riv® de lôisopeptidase T (IsoT) pr®sente un int®r°t th®rapeutique notable en 

raison de sa capacit® ¨ reconna´tre sp®cifiquement les cha´nes de polyubiquitine K63 non ancr®es. 

En perturbant leur disponibilit®, ce domaine permet dôinhiber lôactivation des kinases en aval 

impliqu®es dans la signalisation inflammatoire. Cette mol®cule ouvre des perspectives 

th®rapeutiques prometteuses, par exemple par la d®livrance de UBP 4x tandem ¨ lôaide de 

nanoparticules ou liposomes, pour moduler lôinflammation chronique, tout en pr®servant la 

r®ponse immunitaire aigu± n®cessaire ¨ la protection de lôorganisme. 
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Figure 19. Mod¯le de signalisation cellulaire de la voie de NF-əB et AP-1 m®di®e par 

lôactivation des r®cepteurs coupl®s aux prot®ines G (L= Ang II, LPA, THR). Lôactivation des 

RCPG par des ligands vasoactifs induit, par lôinterm®diaire de PKCŬ, CBM, TRAF6, TAK1 et 

IKK, lôexpression de g¯nes de r®ponse pr®coce r®gul®s par NF-əB et AP-1, avec un r¹le cl® 

®mergent des cha´nes de polyubiquitine K63 non ancr®es comme seconds messagers 

intracellulaires dans la voie de signalisation. 
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PERSPECTIVES ET DIRECTIONS FUTURES 

De nombreuses questions demeurent ouvertes ¨ la suite de cette ®tude. Il serait particuli¯rement 

pertinent d'examiner la localisation cellulaire pr®cise des cha´nes libres de polyubiquitine K63, 

ainsi que leur interaction directe avec les kinases impliqu®es dans les voies inflammatoires. 

L'observation en temps r®el de leur interaction avec le produit de la construction ZnF-FLAG-UBP 

4x par microscopie ¨ fluorescence repr®senterait une approche prometteuse pour valider leur 

reconnaissance sp®cifique. ê cet effet, des ®tudes BRET (Bioluminescence Resonance Energy 

Transfer) ou FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) pourraient °tre envisag®es pour 

analyser la proximit® spatiale entre les cha´nes libres de polyubiquitine K63 et les composants cl®s 

de la signalisation intracellulaire. Cependant, des d®fis techniques subsistent. La g®n®ration rapide 

et transitoire des cha´nes libres de polyUbK63 in cellulo, combin®e ¨ leur d®gradation imm®diate, 

rend leur d®tection et leur ®tude difficile. Cela souligne l'importance de d®velopper des outils 

sensibles et dynamiques pour visualiser ces cha´nes dans leur contexte physiologique.  

Une autre approche de BRET ou FRET quôon pourrait envisager est lôinvestigation de 

lôinternalisation nucl®aire de composante de NF-əB ou AP-1 tel que p65, c-Fos ou c-Jun, dans les 

cellules exprimant le produit de la construction ZnF-FLAG-UBP 4x, afin dôavoir une lecture 

dynamique et en temps r®el de lôimpact du pi®geage des cha´nes libres de poluUbK63 sur 

lôactivation transcriptionnelle de ces facteurs en r®ponse ¨ la LPA ou la THR. 

Une prochaine ®tape logique consisterait ¨ r®aliser une analyse transcriptomique par RNA-seq afin 

dôobtenir une vue dôensemble des profils dôexpression g®nique modul®s par les cha´nes libres de 

polyUbK63 en r®ponse ¨ lôactivation des RCPGs par la LPA et la THR. Cette approche permettrait 

dôidentifier de nouveaux g¯nes cibles r®gul®s par NF-əB et AP-1, mais aussi de mettre en lumi¯re 

dô®ventuelles voies de signalisation parall¯les ou compl®mentaires, offrant ainsi une meilleure 

compr®hension de lôimpact global de ces cha´nes libres dans le paysage inflammatoire cellulaire.  

Par ailleurs, les donn®es obtenues sur les d®subiquitinases (DUBs) restent incompl¯tes et ne 

permettent pas, ¨ ce stade, de r®pondre pleinement ¨ l'objectif secondaire du projet, ¨ savoir 

identifier les DUBs responsables du recyclage des cha´nes libres de polyUbK63. Il serait 

promettant d'explorer des approches de perte partielle de fonction (par exemple via siRNA ou 

CRISPRi) ciblant CYLD, ainsi que d'autres DUBs dôint®r°t, afin de mieux caract®riser leur r¹le 

dans la r®gulation des cha´nes libres en r®ponse ¨ lôactivation des RCPG. 

Enfin, l'identification d'autres kinases potentiellement activ®es par les cha´nes libres de 

polyUbK63 repr®sente une perspective int®ressante. Pour cela, des approches telles que 

lôimmunopr®cipitation coupl®e ¨ lôimmunobuvardage, des tests dôaffinit®, ou encore la 

spectrom®trie de masse pourraient °tre utilis®es pour cartographier de nouveaux effecteurs de cette 

voie de signalisation.  
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Figure 1A.1. TRAF6 est n®cessaire pour la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les MEF trait®es ¨ la LPA. Les cellules MEF TRAF6 +/+ et MEF TRAF6 -/- ont 

®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6h, puis stimul®es avec de la LPA (10 ɛM) pour les 

dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et soumis ¨ une analyse par 

immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, 

p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #1 pr®sent®e ci-dessus). *La phosphorylation de TAK1 est 

connue pour migrer entre 80 et 100 kDa en ®lectrophor¯se (SDS-PAGE), en fonction de son ®tat 

de modification post-traductionnelle (155).   
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Figure 1A.2. TRAF6 est n®cessaire pour la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les MEF trait®es ¨ la LPA. Les cellules MEF TRAF6 +/+ et MEF TRAF6 -/- ont 

®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6h, puis stimul®es avec de la LPA (10 ɛM) pour les 

dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et soumis ¨ une analyse par 

immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, 

p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #2 pr®sent®e ci-dessus). *La phosphorylation de TAK1 est 

connue pour migrer entre 80 et 100 kDa en ®lectrophor¯se (SDS-PAGE), en fonction de son ®tat 

de modification post-traductionnelle (155).  
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Figure 1A.3. TRAF6 est n®cessaire pour la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les MEF trait®es ¨ la LPA. Les cellules MEF TRAF6 +/+ (MT+) et MEF TRAF6 

-/- (MT-) ont ®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6h, puis stimul®es avec de la LPA (10 ɛM) 

ou de lôIL-1B (10 ng/ml) pour les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s 

et soumis ¨ une analyse par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes 

phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #3 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 1A.4. TRAF6 est n®cessaire pour la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les MEF trait®es ¨ la LPA. Les cellules MEF TRAF6 +/+ (MT+) et MEF TRAF6 

-/- (MT-) ont ®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6h, puis stimul®es avec de la LPA (10 ɛM) 

ou de lôIL-1B (10 ng/ml) pour les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s 

et soumis ¨ une analyse par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes 

phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #4 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 1B. TRAF6 est n®cessaire pour la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les MEF trait®es ¨ la LPA. Les cellules MEF TRAF6 (MT+) et MEF TRAF6 -/- 

(MT-) ont ®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6h, puis stimul®es avec de la LPA (10 ɛM) 

ou de lôIL-1B (10 ng/ml) pour les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s 

et soumis ¨ une analyse par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes 

phosphoryl®e et totale ERK1/2 venant dôextrait de lôexp®rience #2 (1A.2).  

(MT+ = MEF TRAF6 +/+; MT- = MEF TRAF6 -/-) 
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Figure 2.1. TRAF6 est n®cessaire ¨ la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les cellules MEF trait®es ¨ la thrombine. Les cellules MEF TRAF6 (MT+) et 

MEF TRAF6 -/- (MT-) ont ®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6 h, puis stimul®es avec de 

la thrombine (1 U/ml) ou de lôIL-1ɓ (10 ng/ml) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits 

cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps 

repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience 

#1 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 2.2. TRAF6 est n®cessaire ¨ la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les cellules MEF trait®es ¨ la thrombine. Les cellules MEF TRAF6 (MT+) et 

MEF TRAF6 -/- (MT-) ont ®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6 h, puis stimul®es avec de 

la thrombine (1 U/ml) ou de lôIL-1ɓ (10 ng/ml) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits 

cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps 

repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience 

#2 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 2.3. TRAF6 est n®cessaire ¨ la phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses 

substrats dans les cellules MEF trait®es ¨ la thrombine. Les cellules MEF TRAF6 (MT+) et 

MEF TRAF6 -/- (MT-) ont ®t® cultiv®es en absence de s®rum pendant 6 h, puis stimul®es avec de 

la thrombine (1 U/ml) ou de lôIL-1ɓ (10 ng/ml) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits 

cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps 

repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience 

#3 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 3.1. Les chaînes libres de polyubiquitines liées par K63 sont nécessaires à la 

phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses substrats dans les cellules traitées à la 

LPA. Les lignées cellulaires stables HaCaT surexprimant un vecteur vide (EV) ou Flag-ZnF-UBP 

4x tandem (UBP) ont ®t® priv®es de s®rum pendant 24 h, puis expos®es ¨ la LPA (10 ɛM) ou ¨ 

lôIL-1ɓ (10 ng/ml) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont été préparés et 

analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et 

totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #1 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 3.2. Les chaînes libres de polyubiquitines liées par K63 sont nécessaires à la 

phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses substrats dans les cellules traitées à la 

LPA. Les lignées cellulaires stables HaCaT surexprimant un vecteur vide (EV) ou Flag-ZnF-UBP 

4x tandem (UBP) ont ®t® priv®es de s®rum pendant 24 h, puis expos®es ¨ la LPA (10 ɛM) ou ¨ 

lôIL-1ɓ (10 ng/ml) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et 

analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et 

totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #2 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 4.1. Les chaînes libres de polyubiquitines liées par K63 sont nécessaires pour la 

phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses substrats dans les cellules traitées à la 

thrombine. Les lignées cellulaires stables HaCaT surexprimant un vecteur vide (EV) ou Flag-

ZnF-UBP 4x tandem (UBP) ont été privés de sérum pendant 24h, puis exposées à la thrombine 

(1U/ml) ou ¨ lôIL-1B (10 ng/ml) pendant les durées indiquées. Des extraits cellulaires entiers ont 

été préparés et analysés par immunobuvardage ̈  lôaide dôanticorps représentant les formes 

phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Expérience #1 présentée ci-dessus). 
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Figure 4.2. Les chaînes libres de polyubiquitines liées par K63 sont nécessaires pour la 

phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses substrats dans les cellules traitées à la 

thrombine. Les lignées cellulaires stables HaCaT surexprimant un vecteur vide (EV) ou Flag-

ZnF-UBP 4x tandem (UBP) ont été privés de sérum pendant 24h, puis exposées à la thrombine 

(1U/ml) ou ¨ lôIL-1B (10 ng/ml) pendant les durées indiquées. Des extraits cellulaires entiers ont 

été préparés et analysés par immunobuvardage ̈  lôaide dôanticorps représentant les formes 

phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Expérience #2 présentée ci-dessus). 
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Figure 4.3. Les chaînes libres de polyubiquitines liées par K63 sont nécessaires pour la 

phosphorylation de la boucle T de TAK1 et de ses substrats dans les cellules traitées à la 

thrombine. Les lignées cellulaires stables HaCaT surexprimant un vecteur vide (EV) ou Flag-

ZnF-UBP 4x tandem (UBP) ont été privés de sérum pendant 24h, puis exposées à la thrombine 

(1U/ml) ou ¨ lôIL-1B (10 ng/ml) pendant les durées indiquées. Des extraits cellulaires entiers ont 

été préparés et analysés par immunobuvardage ̈  lôaide dôanticorps représentant les formes 

phosphoryl®es et totales de TAK1, p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Expérience #3 présentée ci-dessus). 
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Figure 5.1. R¹le essentiel de TRAF6 et TAK1 dans les ®v®nements de phosphorylation 

pr®coce induits par la thrombine respectivement. Des fibroblastes embryonnaires de souris 

MEF TRAF6 +/+ ont ®t® priv®s de s®rum pendant 4 heures, puis pr®trait®s avec du DMSO ou 5Z-

7oxozeaenol (5Z-7OXO; 300 nM) pendant 1 heure avant d'°tre expos®s ¨ la thrombine (1U/ml) 

pour les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par 

immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, 

p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #1 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 5.2. R¹le essentiel de TRAF6 et TAK1 dans les ®v®nements de phosphorylation 

pr®coce induits par la thrombine respectivement. Des fibroblastes embryonnaires de souris 

MEF TRAF6 +/+ ont ®t® priv®s de s®rum pendant 4 heures, puis pr®trait®s avec du DMSO ou 5Z-

7oxozeaenol (5Z-7OXO; 300 nM) pendant 1 heure avant d'°tre expos®s ¨ la thrombine (1U/ml) 

pour les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par 

immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, 

p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #2 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 5.3. R¹le essentiel de TRAF6 et TAK1 dans les ®v®nements de phosphorylation 

pr®coce induits par la thrombine respectivement. Des fibroblastes embryonnaires de souris 

MEF TRAF6 +/+ ont ®t® priv®s de s®rum pendant 4 heures, puis pr®trait®s avec du DMSO ou 5Z-

7oxozeaenol (5Z-7OXO; 300 nM) pendant 1 heure avant d'°tre expos®s ¨ la thrombine (1U/ml) 

pour les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par 

immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, 

p38, JNK, IKKɓ, et IəBŬ (Exp®rience #3 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 6.1. CYLD est n®cessaire ¨ la modulation des voies NF-əB et AP-1 en r®ponse ¨ une 

stimulation par la LPA. Les cellules MEF CYLD +/+ et MEF CYLD -/- ont ®t® priv®es de s®rum 

pendant 24 h, puis expos®es ¨ la LPA (10 ɛM) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires 

entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les 

formes phosphoryl®es et totales de p38 et JNK (Exp®rience #1 pr®sent®e ci-dessus).  

**La forme phosphoryl®e de JNK1 est fr®quemment observ®e sous forme de doublet. 
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Figure 6.2. CYLD est n®cessaire ¨ la modulation des voies NF-əB et AP-1 en r®ponse ¨ une 

stimulation par la LPA. Les cellules MEF CYLD +/+ et MEF CYLD -/- ont ®t® priv®es de s®rum 

pendant 24 h, puis expos®es ¨ la LPA (10 ɛM) pendant les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires 

entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les 

formes phosphoryl®es de TAK1, p38, JNK et IKKɓ (Exp®rience #1 pr®sent®e ci-dessus).  
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Figure 6A.3 CYLD est n®cessaire ¨ la modulation des voies NF-əB et AP-1 en r®ponse ¨ une 

stimulation par la LPA. Les cellules MEF CYLD +/+ (MC+) et MEF CYLD -/- (MC-) ont ®t® 

priv®es de s®rum pendant 24 h, puis expos®es ¨ la LPA (10 ɛM) ou ¨ lôIL-1B (10 ng/ml) pendant 

les dur®es indiqu®es. Des extraits cellulaires entiers ont ®t® pr®par®s et analys®s par 

immunobuvardage ¨ lôaide dôanticorps repr®sentant les formes phosphoryl®es et totales de TAK1, 

p38, JNK et IKKɓ (Exp®rience #3 pr®sent®e ci-dessus).  


