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RESUME

Les récepteurs des gonadotrophines et de la TSH
appartiennent a un sous-groupe de récepteurs couplés
aux protéines G qui présentent des particularités
dans leur trafic cellulaire : les récepteurs de la TSH
et de la FSH ont une distribution cellulaire polarisée
basolatérale au niveau des cellules thyroidiennes et
des cellules de Sertoli respectivement. Par contre, le
récepteur de la LH est exprimé de fagon circonfé-
rentielle au niveau des cellules cibles gonadiques.
Pour comprendre cette différence de propriété nous
avons exprimé ces récepteurs dans un modéele de cel-
lules épithéliales polarisées : les cellules MDCK.

Nous avons ainsi montré que les trois récepteurs
adoptent dans ces cellules une localisation basolaté-
rale. Ils contiennent donc tous un signal de localisa-
tion basolatérale. Les récepteurs des gonadotrophines
subissent de plus une transcytose partielle qui n’est
pas observée pour le récepteur de la TSH. Nous avons
montré que les protéines G hétérotrimériques jouent
un role dans ce mécanisme de transcytose. Cet effet

ne nécessite pas une activation de I’adénylate cyclase
et implique une population intracellulaire de pro-
téines G différentes de celle qui intervient dans la
transduction du signal.

Nous avons ensuite identifié la nature du signal
d’adressage basolatéral du récepteur de la FSH par
mutagenése dirigée. Nous avons montré de fagon inat-
tendue qu’il est localisé dans la partie distale du
domaine intracellulaire qui diverge entre les trois
récepteurs. Il comprend 14 acides aminés et est essen-
tiellement dépendant pour son activité d’une tyrosine
et d’une leucine. Nous avons montré que ce signal est
indépendant du signal d’endocytose du récepteur. Ce
signal est autonome et transférable a une autre pro-
téine membranaire apicale, le récepteur du NGF qu’il
convertit en partie en une protéine basolatérale.

Il s’agit du premier signal d’adressage basolatéral
caractérisé pour un récepteur couplé aux protéines G
et plus généralement pour un récepteur hormonal.

SUMMARY Mechanisms of the polarized targeting of the FSH receptor

Gonadotropin and TSH receptors belong to a sub-
group of G protein-coupled receptors. TSH and FSH
receptor present a particular intracellular traffic :
they present a polarized basolateral expression in thy-
roid follicular cells and in Sertoli cells respectively .
By contrast, the LH receptor is expressed circumfe-
rentially in target gonadic cells. We expressed these
receptors in MDCK cells (a well characterized model
of polarized epithelial cells) to understand this diffe-
rence of properties

We show that the three receptors have a polarized
basolateral expression in these cells. All contain a
basolateral targeting signal. Furthermore, gonado-
tropin receptors undergo a partial transcytosis which
is not observed for the TSH receptor. We show that
heterotrimeric G proteins play a role in this mecha-
nism of transcytosis. This effect is not mediated by
adenylate cyclase activation and involves a population

of G proteins different from that involved in signal
transduction.

We thus used in vitro mutagenesis to delineate the
basolateral localization signal of the FSH receptor. Sur-
prisingly, the signal is localized in the C-terminal tail of
the intracellular domain which is not conserved bet-
ween the three receptors. It contains 14 amino-acids
and its activity is mainly dependent on a tyrosine and
a leucine residue. The basolateral localization signal of
the FSHR is not colinear with its internalization signal.
This signal is autonomous and dominant because, when
transferred to an apically targeted membrane protein,
the neurotrophin receptor, it redirects the chimeric
construct to the basolateral domain of MDCK cells.

The basolateral localization signal of the FSH
receptor is thus the first signal identified for a G pro-
tein-coupled receptor and more generally for a hor-
mone receptor.
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Le récepteur de la FSH appartient a la famille des
récepteurs couplés aux protéines G (28, 29). Comme
tous ces récepteurs, il possede sept segments transmem-
branaires. Avec les récepteurs de la LH et de la TSH ils
forment cependant un sous-groupe spécifique caractérisé
par la présence d’un domaine extracellulaire tres long
constitu¢ de répétitions de motifs riches en leucine. Ce
domaine est responsable de la liaison a I’hormone.

Le récepteur de la FSH joue un rdle important dans la
reproduction en controlant la production des gameétes. Il
est exprimé au niveau des cellules de Sertoli chez
I’homme et au niveau des cellules de la granulosa chez
la femme. Il agit également en coopération avec le récep-
teur de la LH pour assurer la stéroidogenése ovarienne.

Peu de choses sont connues sur le trafic intracellulaire
des récepteurs couplés aux protéines G en général et plus
particulicrement de ce sous-groupe de récepteurs. Les
mécanismes d’internalisation du récepteur de la LH et de
la TSH ont ¢été étudiés au laboratoire en immunocyto-
chimie ultrastructurale (10, Barrati et al soumis pour
publication). Une transcytose de la LH médiée par son
récepteur a ¢galement ¢té observée dans les cellules
endothéliales des microvaisseaux testiculaires (11). Plus
récemment, des études immunocytochimiques avec des
anticorps monoclonaux ont montré que les récepteurs de
la TSH (20) et de la FSH (44) ont une distribution baso-
latérale respectivement dans les cellules folliculaires thy-
roidiennes et dans les cellules de Sertoli du testicule. Par
contre, le récepteur de la LH est exprimé de fagon cir-
conférentielle au niveau des cellules de la théque et de
la granulosa de I’ovaire et des cellules de Leydig du tes-
ticule (27).

Cette différence de distribution pourrait étre due a des
propriétés différentes de ces récepteurs ou a une diffé-
rence de propriété des cellules dans lesquelles ces récep-
teurs sont exprimés physiologiquement. En effet, les cel-
lules folliculaires thyroidiennes et les cellules de Sertoli
sont des cellules épithéliales polarisées alors que les cel-
lules dans lesquelles le récepteur de la LH s’exprime
physiologiquement ne le sont pas. D’autre part, il était
intéressant de savoir si le mécanisme d’adressage baso-
lat¢ral des récepteurs de ce groupe était spécifique de cer-
taines cellules ou pouvait étre reproduit dans toutes les
cellules polarisées.

ADRESSAGE POLARISE DU RECEPTEUR
DE LA FSH, DE LA LH ET DE LA TSH
DANS LES CELLULES MDCK

Les récepteurs de la FSH, de la LH et de la TSH
ont une distribution basolatérale
dans les cellules MDCK

Pour répondre a ces questions nous avons exprimé les
récepteurs de la FSH, de la LH et de la TSH dans les cel-
lules épithéliales rénales canines MDCK.

Nous avons alors étudié par microscopie confocale la
localisation membranaire de ces récepteurs. Nous avons
ainsi pu reproduire dans ces cellules la polarisation phy-
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siologique basolatérale des récepteurs de la FSH et de la
TSH. Cependant nous avons également observé que le
récepteur de la LH qui n’est pas exprimé dans des cel-
lules polarisées physiologiquement subit le méme adres-
sage basolatéral dans les cellules MDCK.

Ceci montre que les trois récepteurs possedent dans
leur structure un signal d’adressage basolatéral. Ce signal
est fonctionnel dans des cellules hétérologues polarisées.

De plus, nous avons étudié les propriétés fonction-
nelles des récepteurs a chaque poéle cellulaire. Nous
avons montré que cette différence de distribution est cor-
rélée a une différence de fonction : la majorité de la sti-
mulation de I’adénylate cyclase sous I’influence de I’hor-
mone est détectée au niveau du podle basolatéral des
cellules transfectées.

Une quantification précise par une méthode biochi-
mique d’immunoprécipitation de surface des récepteurs
exprimés au niveau de chaque pdle membranaire nous a
permis d’observer qu’environ 80 % du récepteur de la
FSH et de la LH sont présents au niveau de la membrane
basolatérale des cellules MDCK et 20 % au niveau de la
membrane apicale. Par contre la totalité du récepteur de
la TSH est retrouvée au niveau du compartiment baso-
latéral.

Voies d’adressage membranaire des récepteurs des
gonadotrophines et de la TSH.

Les récepteurs peuvent emprunter différentes voies
par pour atteindre chaque surface membranaire (revue 25
et 31). En effet, apres leur synthése les protéines mem-
branaires peuvent étre adressées directement a la surface
apicale ou basolatérale des cellules. Elles peuvent éga-
lement étre adressées a 1’'une de ces surface et ensuite
subir une transcytose vers le pole opposé. Enfin elles
peuvent étre adressées au hasard au niveau des deux sur-
faces membranaires puis étre ensuite stabilisées au
niveau de I’un de ces compartiments par interaction avec
des composants spécifiques de ce compartiment.

Des expériences cinétiques et des expériences de sen-
sibilité a la trypsine nous ont permis de montrer que les
trois récepteurs subissaient en totalité, aprés leur syn-
thése, un adressage direct au pole basolatéral des cellules
MDCK.

Dans un deuxiéme temps une petite proportion
(~ 20 %) du récepteur de la FSH et de la LH est adres-
sée de la membrane basolatérale vers la membrane api-
cale des cellules MDCK par un mécanisme de transcy-
tose. Ce phénomeéne n’est pas détecté pour le récepteur
de la TSH.

Mécanismes de I’adressage membranaire des récep-
teurs des gonadotrophines et de la TSH.

Nous avons ensuite étudié les mécanismes de cet
adressage. Pour atteindre un méme compartiment mem-
branaire, les protéines néosynthétisées peuvent utiliser
différentes vésicules de transport. L’une des fagons de
disséquer ces voies de transport est d’utiliser la bréfel-
dine A (BFA). En effet, il a ét¢ montré dans quelques cas
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que cette drogue peut exercer des effets différents sur
I’adressage basolatéral de protéines membranaires. Par
exemple, dans les cellules MDCK traitées a la BFA, le
récepteur des LDL sauvage normalement exprimé au
niveau de la surface basolatérale, se retrouve exprimé au
niveau des deux surfaces membranaires, apicale et baso-
latérale (24). De méme, la BFA inhibe fortement le trans-
port a la surface basolatérale du récepteur des immuno-
globulines polymériques (pIgR), alors que, dans les
mémes conditions, le transport d’autres protéines baso-
latérales n’est pas affecté (3). L’inhibition de I’adres-
sage membranaire basolatéral par la BFA est donc sélec-
tif. Ceci suggere qu’il pourrait exister différentes routes
d’adressage basolatéral dans les cellules MDCK (3).

Nous avons montré que ’adressage basolatéral du
récepteur de la FSH, utilis¢é comme modéle, n’était pas
sensible a la bréfeldine A. Le récepteur utilise donc une
route intracellulaire différente de celle qui est utilisée
par les récepteurs des LDL et des immunoglobulines
polymériques.

Les protéines G jouent également un role dans le tra-
fic intracellulaire. Le role des petites protéines G
(familles rab et ARF) est connu depuis longtemps
(12, 32) mais celui des protéines G hétérotrimériques
n’a été mis en évidence que beaucoup plus récemment.
Ce role a tout d’abord été évoqué quand différentes sous-
unités a des protéines G ont été retrouvées associées a
différents compartiments intracellulaires tels que le réti-
culum endoplasmique, 1’appareil de Golgi, les endo-
somes... (4, 1, 19, 40, 22). Des études fonctionnelles
ont ensuite montré que ces protéines G hétérotrimériques
étaient impliquées dans différentes étapes du trafic vési-
culaire. Le mécanisme moléculaire par lequel les pro-
téines G agissent est encore inconnu. Des études ont
montré que les protéines G hétérotrimériques pourraient
étre impliquées dans la régulation de I’interaction des
protéines cytosoliques solubles avec les membranes gol-
giennes pour former un manteau vésiculaire (40).

Les protéines G ont également été impliquées dans
I’adressage polarisé de protéines membranaires virales
(33) et dans le mécanisme de transcytose du récepteur
des immunoglobulines polymériques (6). A partir de
I’exemple de glycoprotéines virales, un modéle a été
proposé par certains auteurs dans lequel I’adressage aux
surfaces apicale et basolatérale serait controlé par les
protéines G hétérotrimériques au niveau du réseau trans-
golgien. Des protéines Gs activeraient I’adressage apical
alors que les protéines Gi seraient responsables d’un
contrdle inhibiteur du transport basolatéral (33).

Le fait que les récepteurs de la FSH, de la LH et de la
TSH soient couplés a des protéines G hétérotrimériques
dans leur mécanisme d’action était pour nous un argu-
ment supplémentaire pour tester I’implication de ces pro-
téines G dans ’adressage membranaire de ces récep-
teurs.

Pour cela, nous avons utilisé le récepteur de la FSH
comme modele. Nous avons ainsi montré, grace a I’uti-
lisation de différentes drogues ou toxines agissant sur ces
protéines G, que les protéines Gi et Gs n’étaient pas
impliquées dans I’adressage basolatéral de ce récepteur.
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Par contre I"utilisation d’agents stimulant Gs (AlF4- et
toxine cholérique) nous a permis d’observer une aug-
mentation trés importante de la transcytose du récepteur
de la FSH du pole basolatéral vers le pole apical des cel-
lules MDCK. Le méme phénomeéne a ensuite ¢té observe
avec le récepteur de la LH. Par contre, le récepteur de la
TSH ne semble pas subir de transcytose ni a I'¢tat basal
ni lors de la stimulation de Gs.

On peut donc conclure que I’adressage polarisé de
cette famille de récepteurs ne suit pas les régles propo-
sées antérieurement pour d’autres protéines membra-
naires. Le fait que le récepteur de la TSH ne subisse pas
de transcytose dans les cellules MDCK pourrait étre du
a I’existence d’interactions entre ce récepteur et certains
composants du compartiment basolatéral de ces cellules
ou de la matrice extracellulaire.

Les récepteurs des gonadotrophines et de la TSH sont
couplés a la protéine Gs pour la transduction du signal
hormonal et ce couplage conduit a I'activation de "adé-
nylate cyclase. On pouvait donc se demander si I'aug-
mentation de transcytose observée pour les récepteurs
des gonadotropines lors de la stimulation de la protéine
Gs ¢tait un effet direct ou un effet indirect nécessitant
I’intervention d’un autre effecteur activé par Gs.

Nous avons donc voulu savoir si I"augmentation intra-
cellulaire d’AMPc produit lors de la stimulation hor-
monale pouvait reproduire I'effet de la stimulation de Gs
sur le trafic de ces récepteurs. En utilisant toujours le
récepteur de la FSH comme modé¢le, nous avons mon-
tré que ni la forskoline, ni la FSH ne produisent de
modification de I’adressage polaris¢ : il n’y a pas d’aug-
mentation de la transcytose. Cette action des protéines
G est donc indépendante du second messager classi-
quement impliqué dans la transduction du signal qui est
I’AMPc. Ceci montre également que la population intra-
cellulaire de protéines G intervenant dans le trafic est
différente de la population associée a la membrane plas-
mique impliquée dans la transduction du signal. Les
cibles intracellulaires de ces protéines G sont inconnues
a I’heure actuelle.

Transcytose de I’hormone

L’augmentation de transcytose du récepteur faisait
supposer la possibilit¢ d’une transcytose de I'hormone.
Nous avons effectivement observé que I"augmentation de
transcytose des récepteurs de la FSH et de la LH lors de
la stimulation de Gs s’accompagne d’une augmentation
de la transcytose spécifique de I"hormone correspon-
dante.

Ce phénomene de transcytose du ligand rappelle ce qui
a été observé physiologiquement dans les cellules endo-
théliales testiculaires pour le récepteur de la LH (11). 11
est trés probable que le méme mécanisme existe pour le
récepteur de la FSH car ce récepteur a ¢té détecté au
niveau des cellules endothéliales testiculaires. Par
ailleurs, il a ét¢ montré que la FSH s’accumule dans le
fluide tubulaire testiculaire du rat plus rapidement que
I’albumine (38), ce qui suggere donc également la pos-
sibilité d’une transcytose de la FSH a travers les cellules
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de Sertoli. Une étude récente vient d’ailleurs de montrer
qu’il existe des sites de liaison de la FSH au niveau des
cellules germinales (5).

NATURE DU SIGNAL D’ADRESSAGE
BASOLATERAL DU RECEPTEUR DE LA FSH

A ce jour, peu de signaux d’adressage polarisé de pro-
téines ou récepteurs membranaires sont connus et aucun
signal n’a été caractérisé pour les récepteurs couplés aux
protéines G. Plusieurs études de mutagenese ont pourtant
¢été effectuées sur les récepteurs 0i2A-adrénergiques qui
subissent un adressage basolatéral dans les cellules
MDCK (17). Elles n’ont cependant pas permis de mettre
clairement en évidence un signal d’adressage basolatéral.
En fait, I’adressage basolatéral des récepteurs ci2A-adr-
énergiques ferait intervenir plusieurs régions membra-
naires non contigués (37).

De nombreuses études ont cependant établi que
I’adressage des protéines membranaires basolatérales
nécessite un signal localisé dans leur domaine cytoplas-
mique. Ceci montre que le transport basolatéral est un
processus qui nécessite une séquence d’adressage spéci-
fique au sein des protéines.

Deux grandes classes de signaux ont été mises en évi-
dence :

— le signal d’adressage basolatéral est le plus souvent
étroitement lié au signal d’endocytose (7, 13, 23, 9, 34, 30).
Ce type de séquence comprend généralement une tyrosine
qui joue un role important a la fois dans 1’adressage pola-
risé et dans I’endocytose. Il y a une exception dans le cas
du récepteur du fragment Fc des IgG ou un motif di-leu-
cine est impliqué dans le fonctionnement du signal d’adres-
sage basolatéral et du signal d’endocytose (14, 26). Cepen-
dant, méme quand les deux signaux sont intriqués, les
processus d’endocytose et d’adressage basolatéral sont sen-
sibles a différentes caractéristiques de la séquence.

— la deuxiéme catégorie de signaux est, elle, indépen-
dante du signal d’endocytose. Seuls trois exemples ont
¢été caractérisés a ce jour. C’est le cas du signal d’adres-
sage basolatéral distal du récepteur des LDL ou des
signaux d’adressage basolatéral de la glycoprotéine G du
virus de la stomatite vésiculaire (23, 43) et du récepteur
des immunoglobulines polymériques (8).

La comparaison de la structure primaire des différents
signaux connus n’a pas permis d’établir une séquence
consensus. Il a été proposé que la structure tridimen-
sionnelle des signaux puisse jouer un role important. Un
seul signal d’adressage basolatéral a été étudié sur le
plan conformationnel, celui du récepteur des immuno-
globulines polymériques. Il a été montré que la séquence
correspondante forme un tour P relativement stable
comme la plupart des signaux d’endocytose (2).

Analyse du signal d’adressage basolatéral
du récepteur de la FSH par mutageneése dirigée

Nous avons comparé la séquence primaire des
domaines intracellulaires des récepteurs de la FSH, de la

TSH et de la LH. Il apparait ainsi que la région N-ter-
minale du domaine intracellulaire est trés conservée (le
récepteur de la TSH a 73 % et 64 % d’homologie avec
les récepteurs de la LH et de la FSH respectivement). Par
contre, la région C-terminale est trés divergente. Les
récepteurs de la TSH, de la FSH et de la LH étant tous
les trois polarisés dans les cellules MDCK, on pouvait
supposer que leur signal de localisation basolatérale
serait localisé dans un domaine d’homologie entre ces
récepteurs et donc au début du domaine intracellulaire.
De plus les autres signaux d’adressage basolatéral connus
pour d’autres protéines membranaires sont tous relative-
ment proches de la membrane.

Pour déterminer la nature du signal d’adressage baso-
latéral du récepteur de la FSH, nous avons donc construit
des mutants délétés d’une partie plus ou moins impor-
tante du domaine cytoplasmique du récepteur. Apres
avoir exprimé les récepteurs tronqués dans les cellules
MDCK, nous avons étudié¢ leur localisation par immu-
nofluorescence indirecte en microscopie confocale.

Nous avons tout d’abord délété une grande partie du
domaine intracellulaire du récepteur (résidus 657-695).
Ceci nous a permis d’observer une inversion de la pola-
rité de I’expression du récepteur, la majorité se trouvant
localisée au niveau de la membrane apicale des cellules
MDCK.

Pour délimiter plus précisément la séquence cytoplas-
mique impliquée dans 1’adressage basolatéral, nous
avons analysé en microscopie confocale deux autres
mutants de délétion : FSHR A677-695 et FSHR A692-
695. Alors que le premier mutant a une expression api-
cale similaire au récepteur FSHR A657-695, le second
mutant FSHR A692-695 a une expression basolatérale
identique au récepteur sauvage.

Ceci nous a donc permis de conclure que la séquence
comprise entre les acides aminés 678 et 691 contient les
informations nécessaires a 1’adressage basolatéral du
récepteur de la FSH.

Des expériences d’immunoprécipitation de surface
nous ont ensuite permis de mesurer la quantité relative
de récepteur présente au niveau de chaque surface.
Comme nous I’avons vu précédemment, 85 % du récep-
teur sauvage sont présents au niveau de la surface baso-
latérale. Le méme résultat est observé pour le mutant
FSHR A692-695 alors que pour les mutants FSHR A657-
695 et FSHR A677-695, 30 % seulement sont présents au
niveau de la surface basolatérale. Ces résultats confir-
ment donc la localisation du signal d’adressage basola-
téral du récepteur de la FSH entre les acides aminés 678
et 691.

Nous avons ensuite étudié les voies suivies par le
récepteur FSHR A677-695 pour atteindre la membrane
apicale. En effet I’inversion de polarisation observée
avec ce récepteur tronqué peut avoir différentes causes :
la perte du signal d’adressage basolatéral, I’augmentation
de la transcytose, la délétion d’une séquence d’ancrage
basolatérale.

Des expériences cinétiques d’incorporation d’acides
aminés radioactifs suivie de chasse nous ont permis de
déterminer lequel de ces mécanismes était en cause. En
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effet pour des temps trés précoces, il existe un adressage
direct majoritaire du récepteur muté a la membrane api-
cale. Nous n’avons observé aucun élément en faveur
d’une augmentation de la transcytose ou d’une diminu-
tion de I’ancrage basolatéral. Ceci suggeére donc que le
signal d’adressage basolatéral est inactivé dans le récep-
teur tronqué.

D’une fagon inattendue, ce signal est donc localisé
dans la partie la moins conservée du domaine intracel-
lulaire de ce sous groupe de récepteurs et se trouve de
plus a distance de la membrane plasmique (47 acides
aminés).

Caractérisation du signal d’adressage basolatéral
du récepteur de la FSH

Nous avons muté un a un les 14 acides aminés de la
séquence d’adressage basolatéral pour connaitre le role
fonctionnel de chacun d’entre eux. Chaque acide aminé
a été substitué par une alanine. Au sein de cette
séquence, seuls deux acides aminés ont un réle fonc-
tionnel important : la tyrosine en position 684 et la leu-
cine en position 689. Trois autres acides aminés
(Gly 681, Ile 685 et His 691) semblent jouer un rdle
plus mineur.

Contrairement a ce qui a €té décrit pour d’autres
signaux, la phosphorylation des sérines et thréonines
n’est pas impliquée dans |’adressage basolatéral du
récepteur de la FSH (la mutation de ces résidus n’affecte
pas I’adressage du récepteur). Par contre, il existe tres
probablement un role conformationnel du signal car les
mutations ponctuelles de la tyrosine et de la leucine ne
reproduisent qu’en partie seulement I’effet observé avec
la délétion de I’ensemble du signal. Une prédiction de
structure utilisant plusieurs algorithmes a montré 1’exis-
tence d’un tour b dans le signal d’adressage basolatéral
du récepteur de la FSH.

Au total, nous avons donc montré que le récepteur de
la FSH posseéde un signal d’adressage basolatéral com-
posé de 14 acides aminés, distant de 47 acides aminés de
la membrane plasmique. Ce signal est différent de
I’ensemble des autres signaux caractérisés a ce jour qui
sont tous relativement proches de la membrane plas-
mique. Ce signal est essentiellement dépendant de deux
acides aminés : la tyrosine 684 et la leucine 689.

Etude de chiméres entre le récepteur du NGF
et le récepteur de la FSH

Pour savoir si le signal d’adressage basolatéral du récep-
teur de la FSH constituait un signal autonome transférable
a une autre protéine nous avons construit des chiméres
entre le récepteur du NGF et le récepteur de la FSH.

Le récepteur du NGF est une protéine membranaire
qui lorsqu’elle est exprimée dans les cellules MDCK, est
localisée au pole apical de ces cellules (18). Lorsque ce
récepteur est délété de la plus grande partie de son
domaine intracellulaire (NGFRt), il conserve sa locali-
sation apicale. Nous avons donc greffé a I'extrémité C-
terminale de ce récepteur tronqué le signal d’adressage

basolatéral du récepteur de la FSH.

Nous avons alors observé en microscopie confocale la
localisation de cette protéine chimere : NGFRt/
FSHR677-691. Contrairement au récepteur du NGFRt
qui est localisé exclusivement au niveau de la membrane
apicale des cellules MDCK, le récepteur chimérique pré-
sente une localisation basolatérale.

Des expériences biochimiques d'immunoprécipitation
de surface nous ont permis de confirmer ces résultats :
90 % du récepteur chimérique est présent au niveau de
la surface basolatérale des cellules MDCK contre 10 %
seulement dans le cas du récepteur NGFRt.

On peut donc conclure que les résidus 678-691 du récep-
teur de la FSH codent effectivement pour un signal d’adres-
sage basolatéral. Ce signal fonctionne de fagon autonome
et est transférable a une autre protéine membranaire.

Relation entre le signal d’adressage basolatéral
et le signal d’endocytose.

Nous avons voulu savoir si le signal d’adressage baso-
latéral du récepteur de la FSH était li¢ au signal d’endo-
cytose. Pour cela, nous avons utilisé le mutant du récep-
teur de la FSH délété de la totalité du signal d’adressage
basolatéral.

Nous avons effectué¢ des expériences d’internalisation
avec de la FSH marquée a I'iode 125. Nous n’avons
observé aucune différence d’internalisation entre le
récepteur sauvage et le récepteur tronqué pour des temps
précoces (15 minutes) ou tardifs (6 heures).

Nous pouvons donc en conclure que le signal d’adres-
sage basolatéral du récepteur de la FSH est indépendant
du signal d’endocytose.

Tres peu de signaux de ce type ont été décrits a ce
jour. On pourrait uniquement rapprocher le signal
d’adressage basolatéral du récepteur de la FSH du signal
d’adressage basolatéral de la glycoprotéine G du Virus
de la Stomatite Vésiculaire (VSV G) qui est indépendant
de I’endocytose et dont la fonction est majoritairement
contrlée par un résidu tyrosine et une isoleucine (43)

Le signal d’adressage basolatéral du récepteur de la
FSH est le premier signal caractérisé pour un récepteur
couplé aux protéines G et d’une fagon plus générale pour
un récepteur hormonal.

En effet, il a ét¢ montré que physiologiquement le
récepteur de I’insuline a une expression basolatérale dans
les cellules rénales qui est reproduite dans les cellules
MDCK (41, 46). Toutefois on ne connait pas la nature du
signal impliqué. De méme, plusieurs récepteurs couplés
aux protéines G (les récepteurs de la parathormone, de
la mélatonine, de I’adénosine Al, a2-adrénergiques,
sérotoninergiques) sont connus pour avoir une localisa-
tion apicale ou basolatérale (15, 39, 36, 16, 45, 35, 21).
Cependant aucun signal responsable de I'adressage pola-
risé n’a encore été identifié.

La détermination des acides aminés importants pour le
trafic polarisé peut avoir des répercussions importantes
sur la compréhension des altérations de ces récepteurs en
pathologie. En effet, il existe des mutations naturelles des
récepteurs de la TSH et de la FSH qui ont été détectées
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chez des patients présentant des hypo ou hyperthyroidies
familiales non immunes ou des insuffisances ovariennes
primitives. L étude du retentissement fonctionnel de ces
mutations est effectuée dans des cellules eucaryotes hété-
rologues non polarisées. Ces cellules ne permettent donc

pas

de mettre en évidence une éventuelle altération de

I’adressage polarisé. Toute altération moléculaire locali-

sée

a Dintérieur de la séquence d’adressage que nous

venons de déterminer devra étre explorée dans des cel-
lules polarisées.
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