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Résumé -- La stimulation des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) induit des réponses biologiques à un
large éventail de signaux extracellulaires. Les protéines G hétérotrimériques, qui sont recrutées aux RCPG
actifs, conduisent à la génération de divers seconds messagers diffusibles. En plus des protéines G, seules deux
familles de protéines présentent également la caractéristique remarquable de reconnaître la conformation active
de la majorité des RCPG et de s’y lier : les kinases spécifiques des RCPG (GRK) et les b-arrestines. Ces deux
familles de protéines ont initialement été identifiées en tant qu’acteurs clefs de la désensibilisation de l’activation
des protéines G par les RCPG. Au fil des années, les b-arrestines ont été impliquées dans un nombre croissant
d’interactions avec des protéines non réceptrices, élargissant le panel des fonctions cellulaires dans lesquelles
elles sont impliquées. Il est maintenant bien établi que les b-arrestines, en échafaudant et en recrutant des
complexes protéiques de manière dépendante de l’agoniste, régulent directement le trafic et la signalisation des
RCPG. Des avancées remarquables ont été réalisées au cours des dernières années qui ont permis i) d’identifier
des ligands biaisés capables, en stabilisant des conformations particulières d’un nombre croissant de RCPG,
d’activer ou de bloquer l’action des b-arrestines indépendamment de celle des protéines G, certains de ces
ligands présentant un intérêt thérapeutique ; ii) de mettre en évidence le rôle des b-arrestines dans la
compartimentalisation de la signalisation desRCPGau sein de la cellule, en particulier depuis les endosomes, et,
iii) de comprendre les détails moléculaires de leur interaction avec les RCPG et de leur activation grâce à des
approches structurales et biophysiques.

Mots clés : b-arrestines, signalisation intracellulaire, trafic intracellulaire, biais pharmacologiques, RCPG

Abstract -- b-arrestins, their mechanisms of action and multiple roles in the biology of G protein-
coupled receptors.The stimulation of G protein-coupled receptors (GPCRs) induces biological responses to a
wide range of extracellular cues. The heterotrimeric G proteins, which are recruited to the active conformation
of GPCRs, lead to the generation of various diffusible second messengers. Only two other families of proteins
exhibit the remarkable characteristic of recognizing and binding to the active conformation of most GPCRs:
GPCR kinases (GRKs) and b-arrestins. These two families of proteins were initially identified as key players in
the desensitization of G protein activation by GPCRs. Over the years, b-arrestins have been implicated in an
increasing number of interactions with non-receptor proteins, expanding the range of cellular functions in which
they are involved. It is now well established that b-arrestins, by scaffolding and recruiting protein complexes in
an agonist-dependent manner, directly regulate the trafficking and signaling of GPCRs. Remarkable advances
have been made in recent years which have made it possible i) to identify biased ligands capable, by stabilizing
particular conformations of a growing number of GPCRs, of activating or blocking the action of b-arrestins
independently of that of G proteins, some of these ligands holding great therapeutic interest; ii) to demonstrate
b-arrestins’ role in the compartmentalization of GPCR signaling within the cell, and iii) to understand the
molecular details of their interaction with GPCRs and of their activation through structural and biophysical
approaches.
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Introduction

Les cellules sont exposées à une combinaison complexe
de stimuli qui varient selon leurs natures chimiques, leurs
concentrations et leurs durées d’exposition. En consé-
quence, les cellules ont développé des systèmes sophisti-
qués permettant la réception et l’interprétation des stimuli
extracellulaires. Au cœur de ces systèmes, les récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG) représentent la famille
de récepteurs membranaires la plus vaste et la plus
polyvalente. Lors de la stimulation par l’agoniste, les
RCPG subissent des changements de conformation qui
exposent des sites de liaison intracellulaires pour des
protéines de transduction. Typiquement, plusieurs voies
de signalisation intracellulaires peuvent être activées en
parallèle. Pour que des réponses biologiques appropriées
(e.g., prolifération, différenciation, migration ou apop-
tose) puissent être apportées en fonction des situations
physiologiques rencontrées, des mécanismes d’orchestra-
tion efficaces sont nécessaires. Même si de nombreuses
protéines interagissent directement avec les RCPG, seules
trois familles de protéines ont la capacité d’interagir
spécifiquement avec les RCPG en conformation active : les
protéines G hétérotrimériques qui ont donné leur nom aux
RCPG, les kinases spécifiques des RCPG (GRK) et les
b-arrestines (Reiter & Lefkowitz, 2006 ; DeWire et al.,
2007 ; Reiter et al., 2012).

Les arrestines constituent une famille de quatre
membres numérotés de 1 à 4. L’expression de l’arrestine 1
et de l’arrestine 4 est limitée aux bâtonnets et aux cônes
rétiniens, respectivement. En revanche, l’arrestine 2 et
l’arrestine 3, mieux connues sous le nom de b-arrestine 1 et
b-arrestine 2, sont exprimées de manière ubiquiste
(DeWire et al., 2007). Il est largement admis que les
GRK et les b-arrestines orchestrent les activités des
RCPG à trois niveaux différents : i) l’arrêt du signal induit
par le découplage fonctionnel entre le récepteur et les
protéines G par un mécanisme connu sous le nom de
« désensibilisation homologue », ii) le trafic intracellulaire
qui se traduit par l’internalisation, le recyclage et/ou la
dégradation des récepteurs et iii) la signalisation qui
conduit à l’activation ou l’inhibition de voies de signalisa-
tion intracellulaires, non seulement depuis la membrane
plasmique, mais aussi à partir de compartiments intra-
cellulaires.
Implication des b-arrestines dans la
désensibilisation, l’internalisation, le trafic
intracellulaire et la signalisation des RCPG

Depuis leur découverte il y a plus de trente ans, la
perception des fonctions des b-arrestines n’a cessé de
s’élargir, au point qu’elles sont maintenant indissociable-
ment liées à tous les aspects clés de la fonction des RCPG.
L’activation, la désensibilisation et l’internalisation de la
majorité des RCPG non rétiniens sont régulées de
manière critique par les deux b-arrestines. Deux éléments
déclencheurs principaux contrôlent le recrutement de la
b-arrestine aux RCPG : la modification induite par
l’agoniste de la conformation du récepteur et la phospho-
rylation, médiée par les GRK, du récepteur occupé par le
ligand (Gurevich & Benovic, 1993 ; Reiter et al., 2012).
La première étape de l’activation du récepteur, la liaison au
ligand, est elle-même impactée par les b-arrestines.
L’augmentation allostérique de l’affinité de liaison d’un
ligand lorsque le récepteur est complexé avec sa protéine G
a été conceptualisée il y a plus de 35 ans dans le «modèle de
complexe ternaire » (De Lean et al., 1980) et a été, par la
suite, étayée par des preuves structurelles directes (DeVree
et al., 2016). De façon intéressante, il a été démontré plus
récemment que le recrutement de lab-arrestine à unRCPG
induit un effet allostérique positif très similaire sur la liaison
du ligand, soutenant l’existence d’un complexe ternaire
alternatif impliquant la b-arrestine (Martini et al., 2002 ;
Strachan et al., 2014).

Dès leur découverte, les b-arrestines ont été associées à
l’atténuation du couplage des protéines G (DeWire et al.,
2007). En effet, le RCPG actif est phosphorylé dans son
extrémité C-terminale par les GRK et recrute alors la
b-arrestine avec une affinité élevée. Cette interaction
conduit à l’inhibition du couplage des protéines G par
encombrement stérique (Reiter & Lefkowitz, 2006). Ce
processus, généralement appelé « désensibilisation homo-
logue », s’applique à la plupart des RCPG (Freedman &
Lefkowitz, 1996). Il a été démontré plus tard que les
b-arrestines ont également la capacité de recruter des
enzymes de dégradation des seconds messagers, telles que
les AMPc phosphodiestérases ou les diacylglycérol kina-
ses, au récepteur actif (Perry et al., 2002 ; Nelson et al.,
2007). Cette propriété remarquable implique que les
b-arrestines désensibilisent doublement les RCPG : i) en
inhibant le couplage des protéines G et ii) en augmentant
simultanément le taux de dégradation du secondmessager
à proximité du récepteur actif.

En plus de leur rôle dans la désensibilisation, les
b-arrestines jouent également un rôle central dans
l’internalisation des RCPG en interagissant avec des
éléments clés de la machinerie endocytaire tels que la
clathrine (Goodman et al., 1996), l’adaptateur de clathrine
AP2 (Laporte et al., 1999), la petite protéineGARF6 et son
facteur d’échange de nucléotide guanine, ARNO (Claing
et al., 2001), ainsi que la protéine de fusion sensible au N-
éthylmaléimide (NSF) (McDonald et al., 1999). De plus,
MDM2, une ubiquitine ligase E3, se lie aux b-arrestines et
catalyse leur ubiquitination, ce qui est essentiel pour
l’endocytose du RCPG médiée par la clathrine (Shenoy
et al., 2001). Laprésence ou l’absencede clustersde sérine et
de thréonine dans l’extrémité C-terminale du RCPG
conditionne l’affinité du recrutement de la b-arrestine et
affecte ainsi le trafic intracellulaire d’un grand nombre de
RCPG (Oakley et al., 2000, 2001). De plus, bien que le
mécanisme de recrutement des b-arrestines 1 et 2 aux
RCPG soit similaire, l’affinité des RCPG pour la
b-arrestine 1 ou 2 n’est pas obligatoirement équivalente.
En effet, il a été défini deux classes deRCPGen fonction de leur
affinité pour les deux isoformes de b-arrestine (Oakley et al.,
2000). Les RCPG de classe A (récepteur b2 adrénergique,
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m opioïde, …) ont une affinité plus grande pour la
b-arrestine 2 que pour la b-arrestine 1 ainsi qu’une affinité
nulle pour les arrestines visuelles.En revanche, les récepteurs
de classe B (récepteur de l’angiotensine II, récepteur de la
vasopressine, …) ont une affinité similaire pour les deux
isoformes deb-arrestine ainsi qu’une affinité plus faiblemais
néanmoins existante pour les arrestines visuelles.

Au-delà de leurs rôles dans le contrôle de la
désensibilisation et de l’internalisation, les b-arrestines
sont désormais considérées comme des protéines de
transduction (Lefkowitz & Shenoy, 2005 ; Reiter &
Lefkowitz, 2006). Il a été largement documenté que les
b-arrestines sont des échafaudages multifonctionnels qui
interagissent avec de nombreux partenaires protéiques, y
compris les protéines kinases, et qu’elles ont ainsi un
impact sur la phosphorylation de nombreuses cibles
intracellulaires (Xiao et al., 2007, 2010). Au fil des ans,
plusieurs approches ont été utilisées pour déchiffrer les
contributions respectives des protéines G et des b-arrestines
à la fonction des RCPG. Il s’agit notamment i) d’invalida-
tions des GRK ou des b-arrestines chez la souris et de
l’utilisation de leurs homologues cellulaires MEF dérivés, ii)
du blocage sélectif de la protéine G et des constituants de la
voie de la b-arrestine via des ARN interférents, iii) de
l’utilisation de dominants négatifs ou encore de petites
molécules inhibitrices.Ces outils ont été utilisés avec succès
pour décrypter de nouveauxmécanismes de transduction du
signal et mieux caractériser la pharmacologie de RCPG
spécifiques (DeWire et al., 2007 ; DeWire & Violin, 2011).
L’émergence récente de la technologie CRISPR Cas9 a
cependant conduit deux groupes à contester la capacité des
b-arrestines à induire la signalisation indépendamment des
protéinesG, suggérant que lesb-arrestines ne seraient quede
simples rhéostats de l’action des protéinesG (O’Hayre et al.,
2017 ; Grundmann et al., 2018). Mais il a ensuite été
démontré que les lignées CRISPR Cas9 conduisent à un
recâblage des voies de signalisation par rapport aux
lignées parentales d’origine (Luttrell et al., 2018).
L’importance relative des b-arrestines dans la désensi-
bilisation et la signalisation varie donc fortement en
fonction du contexte cellulaire, du récepteur et du ligand.
En conséquence, une analyse exhaustive et précise des
différentes composantes de l’action des b-arrestines et
des compensations qui font suite à l’édition du génome
est indispensable pour pouvoir interpréter correctement
les résultats de signalisation obtenus dans ce type de
modèles cellulaires.

Le mécanisme de signalisation dépendant des
b-arrestines le mieux caractérisé à ce jour est certaine-
ment celui des MAPK ERK1/2. Il a été démontré que les
b-arrestines échafaudent Raf-1, MEK1 et ERK et
séquestrent ERK1/2 phosphorylées dans le cytosol
(Luttrell et al., 2001). De façon intéressante, les kinases
ERK1/2 sont simultanément activées par la protéine G
et par les b-arrestines par des mécanismes distincts.
L’activation de ERK1/2 dépendante de la protéine
G est rapide et généralement transitoire. En revanche,
l’activation de ERK1/2 dépendante de la b-arrestine est
plus lente mais prolongée. Cependant, dans certains cas,
l’activation de ERK1/2 par la protéine G peut également
inclure une phase soutenue, de sorte que la cinétique
seule ne peut pas toujours distinguer la signalisation
ERK1/2 médiée par la protéine G de celle impliquant la
b-arrestine (Luo et al., 2008). En plus des MAPK ERK,
de nombreuses autres voies de signalisation sont
affectées par les b-arrestines (Ahn et al., 2020). En
effet, les b-arrestines favorisent l’assemblage et l’activa-
tion des modules MAPK ASK1, MKK4/7 et JNK3
(McDonald et al., 2000) ainsi que MKK4, MKK7 et
JNK1/2 (Kook et al., 2013) et déclenchent la signalisa-
tion p38 (Sun et al., 2002 ; Bruchas et al., 2006). La
transactivation du récepteur EGF par les RCPG peut
être régulée par les b-arrestines via l’activation d’une
métalloprotéase matricielle transmembranaire qui clive
le ligand EGF lié à la membrane (Noma et al., 2007). Les
b-arrestines peuvent inhiber la signalisation NF-kB par
stabilisation de IkBa (Gao et al., 2004). La b-arrestine 1
peut impacter directement les modifications épigénéti-
ques en interagissant au niveau nucléaire avec les
histones acétylases et désacétylases qui régulent la
structure de la chromatine (Kang et al., 2005). D’autres
mécanismes de signalisation médiés par la b-arrestine
incluent, entre autres, la formation de fibres de stress
dépendantes de RhoA (Barnes et al., 2005), la déphos-
phorylation d’Akt par la protéine phosphatase 2A
(Beaulieu et al., 2005), l’induction de la traduction
protéique dépendante de MNK (DeWire et al., 2008) et
les effets anti-apoptotiques dépendant de p90RSK (Ahn
et al., 2009), l’activation de la phospholipase A2 par la
phosphatidylinositol 3-kinase (Walters et al., 2009) et
l’activation de PTEN en aval de RhoA/ROCK
(Lima-Fernandes et al., 2011).

Au niveau moléculaire, il a été montré, en utilisant
différentes approches expérimentales, que les b-arresti-
nes 1 et 2 subissent des changements de conformation lors
de l’interaction avec l’extrémité carboxyle phosphorylée
des récepteurs (Xiao et al., 2004 ; Charest et al., 2005 ;
Nobles et al., 2007). Il a été proposé que les conformations
de récepteurs fonctionnellement spécifiques induites par
un ligand puissent être traduites en conformations
spécifiques de la b-arrestine et avoir un impact sur leurs
activités intracellulaires (Shukla et al., 2008). Ce point de
vue a été exploré plus avant à l’aide de sondes
intracellulaires BRET ou FRET capables de détecter le
répertoire conformationnel de la b-arrestine avec une
meilleure précision (Lee et al., 2016 ; Nuber et al., 2016).
Ces études ont conclu que des conformations distinctes de
la b-arrestine peuvent être stabilisées d’une manière
spécifique au récepteur et/ou au ligand. De façon
intéressante, il a été rapporté que différents sous-types
de GRK exercent des fonctions de régulation spécialisées.
Il a ainsi été démontré pour plusieurs RCPG que la
génération de seconds messagers est atténuée par GRK2
mais non affectée par GRK5 ou GRK6, alors que
l’activation de ERK dépendante de la b-arrestine 2
nécessite l’action de GRK5 et GRK6 (Iwata et al., 2005 ;
Kim et al., 2005 ; Ren et al., 2005 ; Kara et al., 2006 ;
Shenoy et al., 2006 ; Zidar et al., 2009). À la lumière de ces
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résultats, l’hypothèse selon laquelle il existe un « code-
barres » de phosphorylation a été émise par les GRK à
l’extrémité C terminale des RCPG. Ce code de phospho-
rylation régulerait la nature des fonctions intracellulaires
des b-arrestines (Kim et al., 2005 ; Reiter & Lefkowitz,
2006 ; Shenoy et al., 2006 ; Tobin et al., 2008). Des études
indépendantes ont démontré que la phosphorylation des
RCPG est en effet préférentiellement dirigée vers des sites
spécifiques d’une manière dépendante du ligand et de la
kinase (Busillo et al., 2010 ; Butcher et al., 2011 ; Nobles
et al., 2011 ; Yan et al., 2011 ; Heitzler et al., 2012).

Modifications post-transcriptionnelles des
b-arrestines

Les arrestines, tout comme les RCPG, subissent
diverses modifications post-transcriptionnelles qui
influencent leur interaction avec les RCPG et avec
d’autres protéines accessoires et affectent en particulier
le trafic intracellulaire des récepteurs.

Phosphorylation

Deux études publiées en 1997 (Lin et al., 1997) et 2002
(Lin et al., 2002) ont montré que les b-arrestines sont
phosphorylées à l’état basal. La stimulation du récepteur
b2 adrénergique favorise leur déphosphorylation, plus
particulièrement celle de la sous-population de b-arresti-
nes colocalisées avec le récepteur à lamembrane plasmique
(Lin et al., 1997). Les sites de phosphorylation et les
kinases ne sont pas conservés entre b-arrestine 1 et
b-arrestine 2. La b-arrestine 1 est phosphorylée sur la
Ser412 par les kinases ERK1/2 (Lin et al., 1997, 1999)
tandis que la b-arrestine 2 est phosphorylée sur la Thr383
par la caséine kinase de type II et sur la Ser361 par une
kinase inconnue (Lin et al., 2002). En utilisant les mutants
non phosphorylable b-arrestine-1-S412A et phosphomi-
métique S412D, les auteurs ont montré que le recrutement
d’arrestine au récepteur ainsi que la désensibilisation de ce
dernier ne sont pas dépendants du statut de phosphoryla-
tion de l’arrestine. En revanche, le mutant S412A favorise
la formation du complexe arrestine/clathrine ainsi que
l’internalisation du récepteur (Lin et al., 1997). Des
résultats similaires ont été obtenus en mutant les sites de
phosphorylation de la b-arrestine 2 (Lin et al., 2002).
Toutefois, une étude ultérieure, bien qu’ayant confirmé la
phosphorylation de la b-arrestine 2 sur la Thr383 par
CKII, n’a pas confirmé l’impact de cette phosphorylation
sur la formation du complexe arrestine/clathrine (Kim
et al., 2002). Plus récemment, un mécanisme moléculaire
original impliquant la phosphorylation de la b-arrestine 2
sur la Thr383 parMEK en réponse à l’agoniste a été mis en
évidence. Cette phosphorylation induirait un changement
de conformation de la b-arrestine 2 qui apparaît comme un
préalable à l’induction de la phosphorylation de ERK par
plusieurs RCPG (Cassier et al., 2017). Une autre étude a
rapporté un nouveau mécanisme de régulation de la
dynamique d’interaction du complexe récepteur/b-arres-
tine 2 au niveau des endosomes. Cette modulation est
médiée par la phosphorylation du résidu Thr178 de la
b-arrestine 2 par ERK1/2 qui stabilise le complexe
arrestine/récepteur et inhibe le recyclage de ce dernier à
la membrane plasmique. Toutefois, le site Thr178 est
présent uniquement dans la protéine b-arrestine 2 de rat et
n’est pas conservé dans la forme humaine. Notons que les
deux mutants phosphomimétiques b-arrestine-2-T178D
(pour le rat) et -K178D (pour l’humain) altèrent de
manière similaire le trafic des récepteurs (Khoury et al.,
2014). Ces études montrent que la voie ERK1/2, une des
voies de signalisation majeures en aval des RCPG, permet
l’activation de boucles de rétroaction qui modulent le
trafic et donc l’activité signalétique des RCPG.

Ubiquitination

C’estvia leur ubiquitinationque les arrestines contrôlent
la vitesse de dégradation ou de recyclage des récepteurs.
Ainsi, l’ubiquitination d’arrestine par l’E3-ligase Mdm2
favorise l’internalisation du récepteur b2 adrénergique
(Shenoy et al., 2001). De manière intéressante, les sites
ubiquitinés sur les b-arrestines varient selon le récepteur
activé et pourraient donc être impliqués dans différentes
fonctions physiologiques (Perroy et al., 2004 ; Shenoy et al.,
2007). En revanche, le même schéma d’ubiquitination
semble être partagé entre les récepteurs de classe A et les
récepteurs de classe B. Les b-arrestines engagées aux
récepteurs de classe A, capables de recycler à la membrane
plasmique, sont ubiquitinées de manière transitoire,
contrairement aux arrestines en complexe avec les récep-
teurs de classe B dirigés vers les voies de dégradation
lysosomales, dont l’ubiquitination est plus soutenue (Perroy
et al., 2004 ; Shenoy et al., 2007). Cette ubiquitination
soutenue semble aussi favoriser la formation de signaloso-
mes au niveau des arrestines, qui engagent par exemple des
composants de la voie ERK1/2 (Shenoy et al., 2007).

SUMOylation

La SUMOylation de la b-arrestine 2 sur les résidus
K295 et K400 a été démontrée (Wyatt et al., 2011). La
SUMOylation du site majeur K400 est activée par la
stimulation du récepteur b2 adrénergique. Les auteurs ont
émis l’hypothèse selon laquelle le changement de confor-
mation de la b-arrestine lors de sa fixation au récepteur
activé permet d’exposer le résidu K400 de la queue C-ter à
l’enzyme Ubc9. L’inhibition de la SUMOylation de la
b-arrestine, par mutagénèse dirigée ou par baisse de
l’expression d’Ubc9, bloque l’internalisation des récep-
teurs AT1R de l’angiotensine et du récepteur b2
adrénergique. Cette inhibition ne correspond pas à une
baisse du recrutement de lab-arrestine au récepteurmais à
une diminution de son interaction avec AP-2, un des
composants de la machinerie endocytique.

S-nitrosylation

L’oxyde nitrique (NO) participe à la S-nitrosylation des
résidus Cys des protéines cibles en convertissant le
groupement thiol en S-nitrosothiol (S-NO) (Gould et al.,
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2013). Il a été démontré que la b-arrestine 2, mais pas la
b-arrestine 1, est S-nitrosylée sur le résidu Cys410 après
stimulation du récepteur b2 adrénergique (Ozawa et al.,
2008). Cette S-nitrosylation entraîne le découplage du
complexe eNOS/arrestine et favorise la liaison d’arrestine à
AP-2 et la clathrine, ce qui induit l’internalisation du
récepteur b2 adrénergique. Après stimulation, la b-arres-
tine 2 est rapidement dénitrosylée. Il est intéressant de noter
que dans ce processus, la b-arrestine 2 sert aussi de protéine
d’échafaudage pour l’enzyme eNOS activée par le récepteur
b2 adrénergique (Ozawa et al., 2008) et facilite la S-
nitrosylation d’autres substrats tels que GRK2 (Whalen
et al., 2007). Ainsi, eNOSpourrait permettre la coordination
de la régulation de trois éléments majeurs dans l’internalisa-
tion et le trafic des RCPG : les GRK, les arrestines et la
dynamine.

b-arrestines et signalisation biaisée

De nombreuses évidences structurelles, biophysiques
et pharmacologiques accumulées depuis quelques années
ont profondément transformé notre vision de l’activation
des RCPG et de leur ciblage thérapeutique. Il n’y a pas si
longtemps, un large consensus existait pour penser qu’une
conformation inactive d’un récepteur est en équilibre avec
une unique conformation active liée à un ligand. En
conséquence, la force d’un agoniste était censée refléter
directement la proportion de conformation de récepteur
active par rapport à la conformation inactive. Par la suite,
la découverte d’agonistes partiels et d’agonistes inverses a
révélé de nouvelles propriétés pharmacologiques au-delà
des agonistes complets et des antagonistes neutres, mais
ces types d’activités étaient toujours compatibles avec le
modèle à deux états. Cependant, plusieurs exemples ont
été rapportés qui ne correspondaient pas à ce paradigme :
certains composés ont généré différentes puissances
relatives dans différents dosages (Watson et al., 2000).
Ces résultats, controversés au départ, ont été répétés avec
un nombre croissant de RCPG. Entre-temps, le fait que
plusieurs conformations de récepteurs actives et inactives
coexistent a été étayé par des preuves structurelles et
biophysiques très fortes (Kobilka, 2011 ; Nygaard et al.,
2013 ; Wacker et al., 2013). Par conséquent, la théorie
pharmacologique a été révisée et l’efficacité est désormais
considérée comme multidimensionnelle. Elle intègre
explicitement la notion selon laquelle les récepteurs
engagent des sous-ensembles distincts de leur répertoire
de signalisation complet (Galandrin et al., 2007). Cela
signifie que différents sous-ensembles de conformations
peuvent être stabilisés par différents agonistes ou muta-
tion/polymorphisme pour un RCPG donné et que chacun
de ces ensembles conformationnels est connecté à des
mécanismes de transduction distincts. C’est le concept de
signalisation sélective ou biais pharmacologique (Kenakin,
2003 ; Violin & Lefkowitz, 2007 ; Reiter et al., 2012). Selon
ces principes, il est possible de contrôler sélectivement
l’activation de telle ou telle voie de signalisation avec des
ligands biaisés ou avec des modifications spécifiques
d’acides aminés au niveau des récepteurs. Les sites
orthostériques sur les RCPG se lient aux agonistes
endogènes et sont également reconnus par les antagonistes
compétitifs classiques et les agonistes inverses. En
revanche, les sites allostériques sur un récepteur sont
distincts du site orthostérique et peuvent affecter soit
positivement soit négativement l’activité du récepteur,
conjointement avec des ligands orthostériques ou seuls. Il
est important de noter que, pour les RCPG, les
modulateurs allostériques synthétiques sont maintenant
découverts à un rythme élevé et peuvent également
entraîner un biais pharmacologique, offrant de nouvelles
voies dans la découverte de médicaments (Changeux &
Christopoulos, 2016). Ces ligands allostériques peuvent
moduler les conformations des récepteurs en présence de
ligands orthostériques et ont donc le potentiel d’affiner,
positivement ou négativement, les réponses suscitées aussi
bien par des ligands endogènes ou synthétiques.

L’étude des biais pharmacologiques est rapidement
devenue un domaine de recherche extrêmement actif et,
une fois de plus, les b-arrestines y occupent une place
prépondérante puisqu’un grand nombre de ligands pré-
sentant des biais sur les fonctions médiées par la
b-arrestine ont été rapportés. Certains ligands biaisés
favorisent la transduction dépendante de la protéine G
tandis que d’autres déclenchent préférentiellement des
voies médiées par la b-arrestine. Il est important de noter
que des ligands biaisés capables de stabiliser un sous-
ensemble du répertoire de conformations du récepteur ont
été rapportés pour améliorer l’équilibre entre les effets
secondaires indésirables et les effets bénéfiques (Whalen
et al., 2011). L’avènement de nouvelles classes non
conventionnelles de composés ciblant les RCPG tels que
les pepducines (Carr & Benovic, 2016), les aptamères
(Kahsai et al., 2016), les intracorps (Staus et al., 2014) ou
les nanobodies (Mujic-Delic et al., 2014 ; Staus et al., 2016)
étendent encore plus l’éventail des possibilités d’approches
innovantes de découverte de médicaments à développer à
l’avenir.

Jusqu’à présent, les ligands biaisés ont concentré
l’essentiel de l’attention dans le domaine de la pharma-
cologie RCPG car ils représentent des pistes potentielles
pour le développement de nouveaux médicaments.
Cependant, la notion de biais s’applique également aux
modifications se produisant au niveau du récepteur
(Landomiel et al., 2014). Les premiers exemples de
mutations conduisant à un biais b-arrestine ont concerné
le récepteur de l’angiotensine de type 2 : DRY-AAY (Wei
et al., 2003) et le récepteur b2 adrénergique : b2AR-TYY
(Shenoy et al., 2006). Cette notion de biais pharmacolo-
gique joue donc également un rôle crucial en médecine car
elle peut se matérialiser chez les patients portant des
mutations ou des polymorphismes critiques au niveau des
RCPG. De ce fait, le concept de biais pharmacologique
change la façon d’étudier les conséquences fonctionnelles
des mutations et des polymorphismes se produisant au
niveau du récepteur. Ce type de question était tradition-
nellement évalué en suivant la perte ou le gain de fonction
selon le modèle simple à deux états. À présent, l’explora-
tion doit intégrer les multiples dimensions de l’activité des
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récepteurs grâce à des analyses multiplexées des différen-
tes voies de signalisation induites par l’activation des
récepteurs en aval.
Rôle des b-arrestines dans la
compartimentalisation de la signalisation des
RCPG

Une énigme majeure associée à la signalisation RCPG
réside dans le fait que le nombre de ligands et de récepteurs
semble largement surpasser le nombre relativement limité
de mécanismes de transduction et de voies de signalisation
en aval disponibles. Pour contourner ce problème, il a été
proposé que la machinerie de signalisation puisse utiliser
un encodage spatial et temporel afin de maintenir
l’ensemble des informations et la spécificité conférés par
la paire récepteur/ligand (Lohse & Hofmann, 2015). Dans
cette optique, les événements de signalisation déclenchés
par un RCPG sont caractérisés par leur cinétique et leurs
schémas spatiaux et correspondent à une signature
spécifique du récepteur, du contexte cellulaire et de la
nature du ligand. Le régime d’exposition au ligand peut
également conduire à des signatures de signalisation
spécifiques, une possibilité qui pourrait être particulière-
ment pertinente dans le contexte des systèmes endocri-
niens. Les aspects cinétiques et spatiaux de la signalisation
RCPG ont commencé à être explorés avec l’élucidation de
la dynamique de l’activation des récepteurs, du couplage
des protéines G et de l’activation des protéines G pour
certains récepteurs (Lohse et al., 2008 ; Jensen et al., 2009).
Dans le modèle classique, la signalisation de la protéine G
provient de la surface cellulaire et est suivie d’une
extinction rapide, médiée par la b-arrestine, de la
signalisation de la protéine G. Des découvertes récentes
ont commencé à remettre en question ce paradigme. Il a
été rapporté qu’un certain nombre de RCPG provoquent
une signalisation soutenue de la protéine G, plutôt que
d’être désensibilisés après une stimulation agoniste
initiale (Calebiro et al., 2009 ; Ferrandon et al., 2009 ;
Mullershausen et al., 2009 ; Feinstein et al., 2013 ;
Irannejad et al., 2013). Par exemple, il a proposé que,
pour certains RCPG, une série de vagues de signalisation
distinctes puisse apparaître lors de l’activation (Lohse &
Calebiro, 2013). Dans ce modèle, une première vague est
déclenchée à la surface cellulaire lors du couplage de la
protéine G et entraîne la libération du second messager.
Une deuxième vague suit au niveau des puits recouverts de
clathrine lorsque la b-arrestine associée au récepteur
induit des signaux tels que l’activation d’ERK. Récem-
ment, une troisième vague a été décrite qui implique la
signalisation via les protéines G du compartiment
endosomal et peut avoir des effets physiologiques spéci-
fiques (Calebiro et al., 2009, 2010 ; Ferrandon et al., 2009 ;
Mullershausen et al., 2009 ; Feinstein et al., 2011, 2013 ;
Irannejad et al., 2013 ; Vilardaga et al., 2014 ; Tsvetanova
et al., 2015 ; Ismail et al., 2016). Ces découvertes sont en
contradiction avec la vision classique de la signalisation
des RCPG dans laquelle une interaction persistante de la
b-arrestine avec le récepteur devrait empêcher l’activation
de la protéine G. La cristallographie aux rayons X du
récepteur b2 adrénergique en complexe avec Gas a révélé
que l’interaction implique à la fois les domainesN-terminal
et C-terminal de la sous-unitéGas et le noyau du récepteur
(c’est-à-dire la boucle intracellulaire 2 et les domaines
transmembranaires 5 et 6) (Rasmussen et al., 2011). Une
étude récente a révélé que la b-arrestine interagit avec
deux sites différents sur le récepteur, l’un à l’extrémité
carboxyle du récepteur phosphorylé et l’autre, au cœur du
récepteur (Shukla et al., 2014). Il est important de noter
que des complexes de récepteurs internalisés appelés
«méga-complexes » composés d’un seul RCPG, d’une
b-arrestine et d’une protéine G ont été récemment
découverts et leur architecture et leur fonctionnalité
décrites (Thomsen et al., 2016). Ceux-ci semblent se
former préférentiellement avec des récepteurs qui inter-
agissent fortement avec les b-arrestines via une extrémité
carboxyle contenant des clusters de phosphorylation
sérine/thréonine. En effet, l’analyse par cryo-EM de
méga-complexes purifiés a révélé qu’un seul récepteur
peut simultanément se lier à travers son noyau trans-
membranaire avec la protéine G et à travers son extrémité
carboxyle phosphorylée avec la b-arrestine (Figure 1).

Une autre illustration très intéressante de l’importance
des b-arrestines dans le contrôle des signaux dans l’espace
et dans le temps provient d’une étude de la signalisation de
l’AMPc par le récepteur de la relaxine RXFP1 (Halls &
Cooper, 2010). La relaxine est connue pour circuler à une
concentration très faible et est pourtant capable de
déclencher la signalisation de l’AMPc (Halls, 2012). Un
mécanisme moléculaire a été proposé qui implique
l’assemblage constitutif d’un signalosome au RXFP1. Ce
dernier est composé de Gas, de Gbg et de l’adénylyl
cyclase 2 (AC2) couplée fonctionnellement à AKAP79,
cette dernière étant liée à l’hélice 8 du RXFP1. De plus, il
est important de noter que la b-arrestine 2 s’associe
simultanément à l’extrémité carboxyle de RXFP1 et
échafaude la protéine kinaseA (PKA) et la PDE4D3.Dans
ce signalosome, l’activation de l’AC2 est donc tonique-
ment contenue par la PDE4D3 activée par la PKA. Ce
signalosome RXFP1 permet au récepteur de répondre à
des concentrations attomolaires de relaxine (Halls &
Cooper, 2010). D’autres hormones – comme les gonado-
trophines par exemple – activent également la signalisa-
tion de l’AMPc à très faible concentration circulante (i.e.,
EC50 dans la gamme picomolaire), ce qui est difficile à
expliquer sur la seule base de l’occupation des récepteurs
(Ayoub et al., 2015). L’existence de signalosomes pré-
assemblés du même type que ceux décrits pour RXFP1 est
donc potentiellement intéressante et mérite des investi-
gations à l’avenir.

Récemment, deux articles ont apporté un nouvel
éclairage sur les rôles distincts du domaine carboxyle
phosphorylé et du noyau du récepteur dans la médiation
de l’interaction de la b-arrestine et de l’activation par les
RCPG (Eichel et al., 2018 ; Latorraca et al., 2018). Comme
discuté plus haut, des études structurelles récentes de
l’interaction de l’arrestine avec la rhodopsine dans la



Figure 1. Représentation schématique du rôle des b-arrestines dans les différentes phases de l’activation et du trafic des RCPG. La
signalisation est initiée depuis la membrane plasmique puis rapidement désensibilisée. Une seconde phase de signalisation plus
persistante est alors déclenchée par la formation d’un méga-complexe dans l’endosome. PDE : phosphodiestérase ; GRK : kinases
spécifiques des RCPG.
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rétine et de celle de la b-arrestine avec d’autres RCPG ont
révélé deux types d’interactions au sein des complexes
récepteur-arrestine : l’une impliquant la queue cytoplas-
mique phosphorylée du RCPG et l’autre impliquant son
cœur transmembranaire ou noyau (Shukla et al., 2014 ;
Kang et al., 2015). Il a été suggéré que ces deux modes
d’interaction fassent intervenir deux sites distincts des
arrestines : un « capteur de phosphorylation » et un
« capteur d’activation ». Utilisant des simulations molé-
culaires dynamiques de l’arrestine au niveau atomique,
Latorraca et al. (2018) ont étudié les mécanismes
structurels par lesquels la queue cytoplasmique phospho-
rylée et le noyau transmembranaire régulent l’activation
de l’arrestine. Les auteurs montrent que le déplacement de
sa queue carboxyle conduit à une prolongation de l’état
actif de l’arrestine, même lorsqu’elle n’est pas liée au
récepteur. Cela peut expliquer le fait que la b-arrestine
reste active et continue de « signaler » même après sa
dissociation du RCPG activé (Eichel et al., 2016). En
utilisant la structure rhodopsine-arrestine comme modèle
pour leur simulation, les auteurs démontrent que le noyau
du récepteur et la queue carboxyle stabilisent chacun
individuellement les conformations actives de l’arrestine.
La liaison simultanée des deux régions ajoute une
stabilisation supplémentaire. De façon intéressante, les
résultats deLatorraca et al. (2018), obtenus principalement
par des simulations moléculaires dynamiques, sont cohé-
rents avec ceuxd’Eichel et al. (2018) qui, à l’aide dediverses
techniques de biologie cellulaire, démontrent également
que les interactions transitoires du cœur transmembranaire
du RCPG sont suffisantes pour activer la b-arrestine.
Eichel et al. (2018) montrent que l’activation et la
signalisation soutenues de la b-arrestine après sa dissocia-
tionduRCPGnécessitentune interactionuniquementavec
le cœur transmembranaire et pas avec la queue cyto-
plasmique. Cette activation de la b-arrestine dans la
membrane plasmique implique une série d’interactions
avec les phosphoinositidesmembranaires, et son accumula-
tion dans les puits à clathrine (Figure 2).

Une telle activation multimodale des arrestines par le
biais d’interactions avec le cœur transmembranaire du
RCPG ou avec sa queue cytoplasmique souligne la
chorégraphie complexe qui sous-tend les diverses fonctions
régulatrices des b-arrestines.

Conclusions

Les b-arrestines sont reconnues comme des acteurs
majeurs de la fonction des RCPG depuis près de trois
décennies. La mise en évidence de leur implication dans le
phénomène de biais pharmacologiques a ouvert la
possibilité d’activer ou d’inhiber, tout ou partie de leurs



Figure 2. Représentation schématique des différentsmécanismes d’activation de la signalisation par lesb-arrestines. Lesb-arrestines
peuvent induire des signaux intracellulaires soit en s’associant au RCPG phosphorylé via sa queue C-terminale ou via sa queue C-
terminale et son cœur transmembranaire (mécanisme classique, en haut), soit en s’associant transitoirement au RCPG non
phosphorylé via son cœur transmembranaire, ce qui induit l’association de phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) avec les
b-arrestines, stabilisant ainsi la conformation active de ces dernières qui peuvent alors induire des signaux depuis des structures
membranaires contenant la clathrine (mécanisme émergent, en bas). L’existence même et/ou la proportion entre ces différents modes
d’activation varient en fonction du récepteur et du contexte cellulaire.
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fonctions, grâce à des ligands sélectifs de RCPG. L’intérêt
thérapeutique de certains ligands biaisés de ce type est
maintenant avéré. Ces avancées, conjuguées à la meilleure
compréhensions que nous avons maintenant des mécanis-
mes moléculaires et cellulaires utilisés par les b-arrestines
pour induire des réponses biologiques, ouvrent la voie au
développement rationnel de médicaments capables de
contrôler les contributions relatives des protéines G et
celles des b-arrestines en aval de RCPG cibles. De tels
médicaments présenteront potentiellement une meilleure
fenêtre thérapeutique et sont donc porteurs d’innovation
et d’espoir.
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