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> Les récepteurs couplés aux protéines G 
(GPCR) sont les récepteurs membranaires 
les plus nombreux et représentent la cible 
de plus de la moitié des médicaments. En 
étudiant leur structure tridimension-
nelle, on pourrait créer de nouveaux 
médicaments et identifier de nouvelles 
avenues thérapeutiques. Malheureuse-
ment, les connaissances concernant la 
structure des GPCR sont limitées et il est 
actuellement très difficile d’obtenir une 
quantité et une pureté appréciables d’un 
récepteur. Jusqu’à présent, par cristallo-
graphie, la structure d’un seul GPCR, la 
rhodopsine bovine [1], a été directement 
obtenue. Les éléments structuraux de 
l’interaction ligand-récepteur sont donc 
souvent déterminés soit uniquement par 
modélisation moléculaire par homolo-
gie avec la structure de la rhodopsine 
bovine, soit en y incorporant des résul-
tats de mutagenèse dirigée et/ou ceux 
des études de structure-fonction. Toutes 
ces méthodes sont indirectes.
Le marquage par photoaffinité consti-
tue une approche directe pour identi-
fier les points de contact ligand-

récepteur. Cette approche utilise un 
analogue du ligand naturel contenant 
un résidu photosensible qui, par suite 
de l’activation par la lumière, peut 
former une liaison covalente avec 
son environnement immédiat dans 
la pochette de liaison du récepteur 
(Figure 1). Ce site de photomarquage 
représente une région de contact entre 
le ligand et le récepteur et peut être 
identifié par une série de digestions 
enzymatiques et/ou chimiques [2] ou 
par spectrométrie de masse [3]. Cette 
approche a été utilisée avec succès 
dans le cas de plusieurs récepteurs, 
en particulier les GPCR [4], incluant 
les récepteurs de l’angiotensine II 
(Ang II) [5, 6]. Pour le récepteur du 
sous-type AT1, les points de contact 
de l’Ang II se situent dans la deuxième 
boucle extracellulaire et dans le sep-
tième domaine transmembranaire du 
récepteur [6-8]. Cette information 
nous a permis de déduire l’orientation 
du ligand dans la pochette de liaison 
du récepteur et de proposer un modèle 
moléculaire du récepteur AT1 [6]. Une 

situation semblable a également été 
mise en évidence pour le récepteur du 
sous-type AT2 [5].
Au cours des études de photomar-
quage, nous avons observé que l’acide 
aminé photoactivable para-benzoyl-
L-phénylalanine (Bpa) présentait une 
sélectivité prononcée pour la méthio-
nine (Met). Cette observation a été 
confirmée par de nombreuses études 
identifiant une méthionine comme 
résidu de contact entre un ligand 
(contenant le Bpa) et son récepteur. 
Les études de photochimie révèlent 
que la benzophénone, le chromophore 
contenu dans le Bpa, possède dans 
sa forme activée une forte sélectivité 
pour le groupe thioéther [9] présent 
uniquement dans la Met (Figure 1). 
Nous avons exploité cette sélecti-
vité du Bpa pour mettre au point 
une nouvelle approche : l’essai de 
proximité aux méthionines (MPA). 
Afin de déterminer l’environnement 
tridimensionnel de la position car-
boxy-terminale de l’angiotensine II 
dans le récepteur AT1, nous avons 

systématiquement rem-
placé par des Met tous 
les résidus du récepteur 
qui pouvaient se trouver 
dans cet environnement 
de contact. Lorsque les 
récepteurs mutants sont 
photomarqués, le ligand 
p h o t o s e n s i b l e  r é a g i t 
avec la Met si elle se 
trouve à proximité du 
résidu Bpa, au détri-

Figure 1. Schéma réactionnel de la photoactivation du Bpa sur un résidu méthionine et les produits de clivage par 
suite d’une digestion au CNBr.
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ment du résidu normalement photo-
marqué dans le récepteur natif. Ce 
fait se manifeste clairement avec un 
traitement de protéolyse chimique, 
puisque le bromure de cyanogène 
(CNBr) clive spécifiquement les liens 
peptidiques carboxyterminaux des 
méthionines. Ce clivage donne nais-
sance à un fragment différent de 
celui obtenu avec le récepteur natif 
(Figure 2). Le mérite du MPA réside 
dans le fait qu’une seule étape de 
digestion chimique est nécessaire 
pour identifier dans le récepteur un 
nouveau point de contact avec le 
ligand.
Nous avons construit des mutants du 
récepteur AT1 en substituant contre une 
Met certains des résidus des domai-
nes transmembranaires 3, 6 et 7, qui 
forment la pochette de liaison. L’essai 
MPA avec ces mutants a été effec-
tué avec un photoligand radiomarqué 

contenant le Bpa dans la 8e position : 
125I-[Sar1, Bpa8]AngII. Nous avons 
ainsi mis en évidence neuf nouveaux 
points de contact pour la position 8 
de l’Ang II [10]. L’incorporation de ces 
points de contact dans la modélisation 
par homologie du récepteur permet de 
réduire les structures possibles et ainsi 
de proposer une structure tridimen-
sionnelle du récepteur hAT1 en présence 
de son ligand. Cette structure suggère 
fortement que les domaines trans-
membranaires 3, 6 et 7 contribuent à 
l’interface de reconnaissance ligand-
récepteur et participent à la pochette 
de liaison du ligand.
En conclusion, le MPA est une technique 
puissante qui permet de déterminer 
expérimentalement la nature des rési-
dus formant une partie de la pochette 
de liaison du récepteur hAT1 de l’an-
giotensine II et, par conséquent, des 
parties importantes de la structure du 

récepteur. 
P u i s q u e , 
de façon 
g é n é r a l e , 
la  muta-
tion d’un 
a c i d e 
a m i n é 
endogène 
en méthio-
nine cause 
r a r e m e n t 
d e s  p e r -
tes d’af-
finité  du 
récepteur, 
l ’ a p p r o -
c h e  M PA 
peut être 
appliquée 
à d’autres 

récepteurs peptidergiques afin de raf-
finer notre connaissance des inte-
ractions ligand-récepteur pour une 
multitude de récepteurs et finalement 
elle permet de mener à la création de 
nouveaux agents thérapeutiques. ‡
The methionine proximity assay: 
an approach to glean 
receptor structures
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Figure 2. Digestion au CNBr du récepteur natif et de différents mutants du récep-
teur AT1. Les récepteurs photomarqués sont digérés avec du CNBr. Les fragments 
sont séparés sur un gel SDS-PAGE et révélés par autoradiographie. Un standard 
protéique 14C-marqué est inclus et les différents puits contiennent : le récepteur 
natif (piste 1), un mutant négatif (piste 2), un mutant positif (piste 3) et le 
ligand radioactif seul (piste 4).
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