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RÉSUMÉ 
 
En se basant sur les modèles de liaison de certaines hormones peptidiques à leur 
récepteur, nous avons suggéré que ces hormones pourraient être modifiées avec un 
cargo protéique fonctionnel. Nous avons généré des ligands biotechnologiques pour les 
récepteurs B1 et B2  de la bradykinine (B1R et B2R; BK) et pour le récepteur PTH1R de la 
parathormone (PTH). Pour le récepteur PTH1R, nous avons créé une protéine 
recombinante formée du tériparatide (PTH(1-34)) fusionné par son extrémité C-
terminale à la protéine fluorescente verte (GFP). Pour le récepteur B2R, la GFP a été 
fusionnée à l’extrémité N-terminale de la maximakinine (un analogue de la BK). Pour le 
récepteur B1R, nous avons testé 7 protéines de fusion afin d’en identifier une avec une 
affinité d’ordre nanomolaire. Cette protéine, EGFP-S4P1, est basée sur la Lys-des-
Arg9BK fusionné par son extrémité N-terminale à un spacer formé d’un dimère 
d’asparagine-glycine (NG)n lié à la GFP.  
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INTRODUCTION 
 

1. Les récepteurs couplés aux protéines G 

 

Chez l’homme, près de 865 gènes correspondent à des récepteurs couplés aux 

protéines G (GPCR). Il s’agit de la plus grande famille de récepteurs 

transmembranaires chez l’humain, représentant 3,4% du génome codant pour des 

protéines. L’étude de ces récepteurs est de la plus haute importance car plus de 

30% des médicaments sur le marché agissent via ceux-ci (Hopkins et Groom, 

2002). En effet, le prix Nobel de chimie 2012 fut attribué à Lefkowitz et Kobilka 

pour leurs travaux sur la compréhension des fonctions des GPCR. En plus de cela, 

7 autres prix Nobel ont été attribués pour des travaux impliquant ces récepteurs. 

Les GPCR sont impliqués dans la réception et l’analyse de stimuli extracellulaires. 

Ces récepteurs sont impliqués dans des processus aussi divers que la 

neurotransmission, le métabolisme cellulaire, la différenciation cellulaire la 

sécrétion et la réponse inflammatoire (Hebert et Bouvier, 1998). La diversité de ces 

stimuli activant les GPCR est étonnante. Ceux–ci peuvent être des hormones, des 

ions, des neurotransmetteurs et même des odeurs et de la lumière. L’activation 

d’un GPCR entraîne une réponse intracellulaire via une protéine G 

hétérotrimérique permettant l’adaptation de la cellule à son environnement. Des 

dérèglements dans la signalisation ou l’expression de ces récepteurs sont en 

causes dans de nombreuses maladies. 

 

1.1 Historique 

La découverte de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPC) et de l’adénylate 

cyclase par Sutherland marque le début des recherches sur les GPCR (Robinson 

et coll., 1967). Ces travaux ont démontrés que la lipolyse causée par les 

catécholamines était due à l’action de l’AMPc généré par l’adénylate cyclase. Plus 

tard, grâce à la synthèse d’adénosine triphosphate (ATP),on a découvert que 

c’était la guanosine triphosphate (GTP) qui avait un rôle crucial à jouer dans le 

processus d’activation des récepteurs. Cette découverte fut suivie par la 
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proposition qu’un intermédiaire reliait des récepteurs de natures diverses à un 

effecteur commun, l’adénylate cyclase. Cela entraîna l’identification de la protéine 

G hétérotrimérique Gs (Birnbaumer et Rodbell, 1969; Rodbell et coll., 1971; Ross 

et Gillman, 1977). L’hydrolyse de la GTP, donc de la présence d’une activité 

GTPase, fut décrite comme une étape importante de ce processus suite à une 

étude portant sur la production d’AMPc par des érythrocytes aviaires stimulés par 

un agoniste (Cassel et Sellinger, 1976). L’activité GTPase de la protéine G 

hétérotrimérique fut associée à la capacité de cette dernière de lier l’activation du 

récepteur à l’activation ou l’inhibition de cibles cellulaires  (enzymes, canaux 

ioniques) en réponse à des agents extracellulaires tels des hormones, des 

peptides, des ions ou des lipides (Northup et coll., 1980; Codina et coll., 1983; 

Bokoch et coll., 1984). Des études extensives sur les mécanismes moléculaires 

portant entre autres sur la liaison au récepteur ainsi que sur l’activation et 

l’expression de ceux-ci ont permis d’augmenter considérablement notre 

connaissance sur ces protéines au cours de 15-20 dernières années.  

 

1.2 Les protéines G 

Les protéines G sont des hétérotrimères formés des sous-unités  alpha (α), béta 

(β) et gamma (γ). Au repos, cette protéine existe sous la forme hétérotrimérique 

(Gαβγ) et est liée à la surface intracellulaire du récepteur. De plus, au repos, Gα est 

lié à une molécule de guanosine diphosphate (GDP). L’activation du récepteur par 

un agoniste entraîne un changement conformationnel permettant au récepteur de 

s’associer de manière plus efficace à la protéine G et ainsi d’agir comme un GEF 

(Guanine Exchange Factor). Cela permet à Gα de remplacer son GDP par un GTP, 

ayant comme effet de l’activer. Gα va se dissocier de Gβγ pour aller activer ou 

inhiber différentes protéines cibles, ou seconds messagers. Les seconds 

messagers sont soit des enzymes ou des canaux ioniques. Après un temps, 

l’activité GTPase intrinsèque de Gα va hydrolyser le GTP en GDP, inactivant du 

coup Gα qui va reformer un hétérotrimère avec Gβγ.  
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Figure 1. Récepteurs couplés aux protéines G et protéines G hétérotrimériques. 
Adapté de Nature Education. 
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Bien que les effets intracellulaires des GPCR soient généralement attribués à Gα, 

le complexe Gβγ peut lui aussi stimuler de nombreux seconds messagers.Il existe 

35 gènes codant pour les protéines G hétérotrimériques dont 16 pour les sous-

unités Gα, 5 pour les sous-unités Gβ et 14 pour les sous-unités Gγ (Milligan et 

Koustenis, 2006). En prenant en compte l’pissage alternatif, il existe au moins 20 

différentes sous-unités Gα, séparé en 4 familles : Gi, Gs, Gq et G12/13. La famille Gi 

est généralement associée à l’inhibition de l’adénylate cyclase ou à l’activation de 

phosphodiestérases, enzymes responsables de la dégradation de l’AMPC. La 

famille Gs est associée à l’activation de l’adénylate cyclase alors que la famille Gq 

est activatrice de la phospholipase C (PLC). La famille G12/13 active diverses cibles 

notamment les GTPase de la famille rho. Certaines sous-unités Gα sont 

ubiquitaires (ex : Gαs) alors que d’autres ne s’expriment que dans des tissus 

particuliers (ex : Gα15/16 dans les cellules hématopoïétiques). Il existe donc une 

multitude d’hétérotrimères possibles formés de l’une ou l’autre forme des sous 

unités Gα, Gβ et Gγ. Cela permet de générer une abondance de réponses suite à 

l’activation des GPCR (Milligan et Kostenis, 2006). 

 

1.3 Structure des GPCR 

Les récepteurs couplés aux protéines G sont aussi connus sous le nom de 

récepteurs à sept domaines transmembranaires. Comme leur nom le laisse 

entendre, ce sont des protéines dont la chaîne peptidique traverse la membrane à 

sept reprises. Les domaines transmembranaires sont des hélices α reliés entre 

elles par trois boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires (Bockaert, 

2012). La surface extracellulaire du récepteur est impliquée dans la 

reconnaissance et la liaison du ligand, alors que l’extrémité intracellulaire est 

surtout impliquée dans l’interaction et l’activation de la protéine G. Les récepteurs 

subissent de nombreuses modifications post-translationnelles telles que la 

phosphorylation, la glycosylation ou la palmitoylation. Par exemple, la queue C-

terminale est souvent palmitoylée, ce qui lui permet de s’ancrer dans la membrane 

plasmique (Goddard et Watts, 2012). 

 



 

5 

 

 

1.4 Familles de GPCR 

Vu le grand nombre de GPCR, il a été nécessaire de les séparer en familles afin 

de mieux pouvoir les caractériser. Un système de classification basé sur 

l’homologie entre les différents GPCR fut proposé par Kolakowski (Kolakowski, 

1994). Dans ce système, les récepteurs sont distribués dans 7 groupes soit les 

groupes A, B, C, D, E, F et O. 

 

1.4.1 GPCR de classe A 

Ce sont les récepteurs de la famille de la rhodopsine et il s’agit de la plus grande 

famille de récepteurs comprenant environ 80% de l’ensemble des GPCR connus. 

Les récepteurs de classe A lient majoritairement des peptides, des amines 

biogènes ou des lipides. Même si les ligands des récepteurs de cette famille sont 

très divers, il y a une forte homologie de séquence entres les récepteurs membres 

de cette famille (Fridmanis et coll., 2006). 

 

1.4.2 GPCR de classe B 

Les récepteurs de classe B lient des peptides de grandes tailles comme la 

sécrétine ou la parathormone. Contrairement aux ligands des récepteurs de classe 

A, il y a beaucoup d’homologie entre les divers ligands de cette famille (Cardoso et 

coll., 2006). Ces récepteurs sont organisés en deux domaines : un domaine 

extracellulaire impliqué dans l’affinité et la spécificité de la liaison du ligand et un 

domaine transmembranaire requis pour l’activation du récepteur. L’extrémité C-

terminale du ligand va d’abord interagir avec le domaine extracellulaire du 

récepteur ce qui va ensuite permettre à l’extrémité N-terminale du ligand d’interagir 

avec le domaine transmembranaire pour activer le récepteur (Pal et coll., 2011). 

 

1.4.3 GPCR de classe C, D, E, F et O 

Les récepteurs de classe C ou récepteurs de la famille des récepteurs 

métabotropiques du glutamate se distinguent par un massif domaine extracellulaire 
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hydrophile contenant de nombreuses cystéines. Dans cette famille on retrouve 

principalement les récepteurs métabotropiques du glutamate mais aussi certains 

récepteurs du goût ou du neurotransmetteur GABA (Das et Banker, 2006). Les 

récepteurs de classe D sont des récepteurs répondant aux phéromones et sont 

utilisés par certains organismes pour communiquer chimiquement entres eux 

(Nakagawa et coll., 2005). Les récepteurs de classe E, aussi appelés récepteurs 

de l’AMPC, sont des constituants de la signalisation chimiotactique des 

myxomycètes (Prabhu et Eichinger, 2006).  La classe F des GPCR correspond aux 

récepteurs Frizzled et Smoothened, deux récepteurs nécessaires à la liaison de 

Wnt en plus de jouer un rôle majeur dans la voie de signalisation Hedgehog (Foord 

et coll., 2002). Les récepteurs de classe O sont des récepteurs orphelins; c'est-à-

dire que l’on ne connaît pas leur ligand endogène. Il est possible que plusieurs de 

ces récepteurs aient des propriétés ligand-indépendantes (Gloriam et coll., 2005).  

 

1.5 Désensibilisation des GPCR 

Une propriété importante des GPCR est que leur expression n’est pas constante et 

que les systèmes qui les expriment possèdent une mémoire des activations 

antérieures. Cela signifie qu’une forte activation d’un récepteur conduira à une 

diminution de la capacité de celui-ci à être stimulé dans le futur; c’est la 

désensibilisation. Il s’agit d’une propriété régulatrice importante qui prévient la sur-

stimulation d’un système. On distingue deux phénomènes : la désensibilisation 

homologue et la désensibilisation hétérologue. 

 

1.5.1 Désensibilisation homologue 

Ce phénomène ce produit lorsqu’un GPCR est stimulé par son agoniste. Ce 

processus est pris en charge par deux familles de protéines soit les GRKs (G-

protein coupled Receptor Kinases) et les arrestines.  Lorsqu’un récepteur est 

stimulé, il s’ensuit un changement de conformation qui permet à la sous-unité Gα 

d’activer diverses voies de signalisation. Ce changement de conformation expose 

des sites de phosphorylation auparavant inaccessibles qui pourront être 

phosphorylés par les kinases GRKs. Ensuite, les arrestines peuvent se lier aux 
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récepteurs phosphorylés empêchant temporairement leur association avec 

d’autres protéines G (Krupnic et Benovic, 1998). La désensibilisation est un 

processus rapide et réversible. Toutefois, si la stimulation est puissante ou 

persistante, le récepteur sera «down-régulé». La «down-régulation» des 

récepteurs est un processus plus lent que la désensibilisation. Les arrestines 

seront d’abord déphosphorylées puis ubiquitinylées par la E3 ubiquitin ligase 

MDM2 ce qui marque les récepteurs pour l’endocytose. Les récepteurs pénétreront 

dans des puits revêtus de clathrine via une interaction entre les arrestines et AP2, 

une protéine adaptatrice. Tout le complexe est ensuite internalisé grâce à l’activité 

de la dynamine, une GTPase cytoplasmique (Kelly et coll., 2008).  

L’environnement acide de l’endosome permet la séparation du ligand et du 

récepteur. Le récepteur peut soit être dégradé via une fusion de l’endosome avec 

un lysosome ou recyclé à la membrane plasmique. 

   Une forte proportion des GPCR emprunte la voie des arrestines mais il 

existe d’autres possibilités. Une voie alternative de l’endocytose des GPCR 

nécessite l’association de ces derniers avec les cavéoles dans un phénomène 

indépendant des arrestines (Anderson, 1998). 

 

1.5.2 Désensibilisation hétérologue 

 La désensibilisation hétérologue est, contrairement à la désensibilisation 

homologue, un processus indépendant du ligand. La désensibilisation hétérologue 

se produit lorsque la stimulation d’un récepteur prévient la stimulation subséquente 

d’un autre récepteur (Kelly et coll., 2008). Ce processus implique des 

changements au niveau des composantes de la signalisation en aval du GPCR. En 

effet, ce type de désensibilisation fait intervenir les protéines kinases A et C (Lohse 

et coll., 1990; Zhang et coll., 1996). 
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2. Les récepteurs de la bradykinine 

 

2.1 Le système kinine-kallikréine 

Le système kinine-kallikréine (KKS) est un important système impliquant de 

nombreuses protéines sanguines et endothéliales, qui une fois activées cause 

l’hydrolyse enzymatique des kininogènes et l’activation de la voie intrinsèque de 

coagulation (Kashuba et coll., 2013). Ce système joue un rôlé clé dans 

l’inflammation, la vasodilatation, la contraction du muscle lisse, la perméabilité 

vasculaire, le contrôle de la pression sanguine, la cardioprotection, la coagulation 

et dans la perception de la douleur (Bossi et coll., 2011; Colman, 2006; Colman  et 

Schmaier, 1997; Marcondes et Antunes, 2005). 

 

 

 

 

 

Figure 2. Le système kinine-kallikréine. 

Kininogène de haut 
poids moléculaire 

Kininogène de bas 
poids moléculaire 

Bradykinine: 
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg 

Lys-Bradykinine: 
Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg 

des-Arg9-Bradykinine: 
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe 

Lys-des-Arg9-Bradykinine: 
Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe 

B2R B1R 

Kallikréine 
plasmatique 

Kallikréine 
tissulaire 

Carboxypeptidases 



 

9 

 

2.1.1 Les kininogènes 

Chez l’homme, on retrouve deux formes du kininogène, soit le kininogène de haut 

poids moléculaire (HMWK) ou le kininogène de bas poids moléculaire (LMWK). 

Ces deux protéines plasmatiques proviennent de l’épissage alternatif d’un unique 

gène et sont principalement produites dans le foie (Campbell, 2003). 

Le kininogène de haut poids moléculaire est une protéine de 120 kDa appartenant 

à la famille des β-globuline exprimée à une concentration plasmatique moyenne de 

80 mg/ml (Sainz et coll., 2007). Elle est composée de 626 acides aminés et est 

divisée en 6 domaines. Les domaines D1-D3 correspondent à des chaînes 

lourdes, le D4 contient la séquence de la bradykinine (BK), le D5 est une chaîne 

légère et le D6 contient un domaine d’interaction avec le facteur XII et la pré-

kallikréine (Colman, 2006; Moreau et coll., 2005a). Le kininogène de bas poids 

moléculaire ressemble à peu de chose près au HMWK. En fait, elle contient les 4 

premiers domaines du HMWK. Toutefois, elle exprime une chaîne légère tronquée 

et n’exprime pas le domaine D6 (Colman, 1996). Les kininogènes, ont comme rôle 

principal de servir de précurseur à la génération de kinines. Plusieurs études ont 

toutefois démontrées que ces protéines sont impliquées dans divers processus tels 

que l’inhibition enzymatique, la coagulation, l’angiogénèse et l’apoptose (Colman, 

2006; Hasan et coll., 1996; Colman et coll., 2010) 

 

2.1.2 Les kallikréines 

Les enzymes productrices de kinines sont des sérines protéases nommées 

kallikréines. On en trouve deux formes; soit la kallikréine plasmatique (PK) et la 

kallikréine tissulaire (TK). La kallikréine plasmatique est une protéine plasmatique 

sécrétée par le foie sous la forme inactive pré-kallikréine. Une fois activée, 

généralement par le système de contact, elle hydrolyse le HMWK pour générer la 

bradykinine. La BK est un nonapeptide composé des acides aminés suivants : 

NH2-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg- COOH. La kallikréine plasmatique est 

aussi impliquée dans la coagulation via l’activation du facteur XII (Colman, 2006). 

La kallikréine tissulaire est une protéase présente dans de nombreux tissus 

comme les reins, les vaisseaux sanguins, le système nerveux central, la rate, 
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l’intestin, le pancréas et les glandes salivaires (MacDonald et coll., 1988; 

Marcondes et Antunes, 2005). Son rôle physiologique principal est la génération 

de Lys-BK, aussi appelée kallidine, en hydrolysant le LMWK. 

 

2.1.3 Les kinines 

Chez l’homme on retrouve 4 peptides apparentés à la BK : la BK, la Lys-BK, la 

des-Arg9BK et la Lys-des-Arg9BK. Les deux premiers peptides correspondent aux 

produits de l’hydrolyse des kininogènes par l’une ou l’autre des kallikréines alors 

que la des-Arg9BK et la Lys-des-Arg9BK sont des métabolites de ceux-ci produits 

par l’action d’enzymes nommées arginine carboxypeptidases. Ces peptides 

possèdent des affinités différentes pour l’un ou l’autre des récepteurs de la 

bradykinine. Ce sont des peptides extrêmement fragiles, en effet ils ont une très 

courte demi–vie plasmatique; moins de trente secondes pour la BK (Décarie et 

coll., 1996). Toutefois, il s’agit de peptides très efficaces car des concentrations 

nanomolaires suffisent pour produire un effet biologique (Moreau et coll., 2005b). 

Ces hormones partagent un même modèle d’interaction ligand-récepteur, 

indépendamment de leur récepteur-cible. Il a été prédit que c’est l’extrémité C-

terminale du ligand qui interagit avec les domaines transmembranaires alors que 

l’extrémité N-terminale interagit avec une boucle extracellulaire (Leeb-Lundberg et 

coll., 2005). 

 

2.2 Le récepteur B1 de la bradykinine 

Le récepteur B1 de la bradykinine (B1R) fut caractérisé pharmacologiquement vers 

la fin des années 70 par le groupe du Dr Regoli (Regoli et Barabé, 1980). Il s’agit 

d’un récepteur couplé aux protéines G formé de 353 acides aminés. L’homologie 

de séquence entre les récepteurs B1 et B2 de la BK est très faible; seulement de 

36% (Menke et coll., 1994). En effet, ce sont deux récepteurs ayant des propriétés 

très distinctes qui seront abordées plus tard dans ce texte. Ce récepteur est 

encodé par le gène BDKRB1 présent sur le chromosome 14q32 (Leeb-Lundberg et 

coll., 2005).  
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2.2.1 Ligands du récepteur B1R 

L’affinité des différentes kinines pour le récepteur B1 est présentée dans le tableau 

1. Pour le récepteur humain, les agonistes préférentiels sont la Lys-des-Arg9BK et 

la Lys-BK. La présence d’une lysine en position C-terminale du peptide est donc 

très importante pour l’affinité de celui-ci pour le B1R. De plus, l’absence de 

l’arginine N-terminale augmente l’affinité des peptides métabolisés par les 

carboxypeptidases de plus de 10 fois comparativement aux peptides possédant 

cet acide aminé. L’affinité des différentes kinines semble varier de manière 

importante en fonction de l’espèce. Il faut toutefois faire attention à l’interprétation 

de ces résultats, car ces données proviennent de différents laboratoires et les 

conditions expérimentales peuvent varier entres les expériences.  De nombreux 

agonistes et antagonistes ont été développés pour ce récepteur. Des milliers de 

ligands peptidiques ont été synthétisés et évalués pharmacologiquement. Parmi 

ceux-ci notons l’antagoniste Lys-des-Arg9[Leu8]BK. Il s’agit de la Lys-des-Arg9BK 

dans laquelle la phénylalanine en position 8 a été remplacée par une leucine. 

L’affinité de cet antagoniste pour le récepteur B1 humain a été évaluée à 0,6 nM et 

à plus de 30 000 nM pour le récepteur B2 (Bastian et coll., 1997). Il s’agit donc d’un 

antagoniste très spécifique. Par la suite de nombreux ligands non-peptidiques ont 

vu le jour tel que le B-9858 (Lys-Lys-[Hyp3, Igl5, D-Igl7, Oic8] BK). Ce peptide 

possède une affinité de 0,04 nM pour le récepteur B1 et son affinité pour le 

récepteur B2 est plus de 250 fois plus faible (MacNeil et coll., 1997). Tous les 

agonistes et antagonistes d’affinité subnanomolaire du récepteur B1 possèdent une 

lysine N-terminale et ne possèdent pas l’arginine C-terminale de la BK ou de la 

Lys-BK. 

 

2.2.2 Régulation du B1R 

Le récepteur B1 est un récepteur inductible; c’est-à-dire qu’il est pratiquement 

absent en condition physiologique. L’induction du B1R est induite par l’exposition 

aux lipopolysaccharides (LPS) et par la présence de dommages tissulaires. La 

régulation transcriptionelle de ce récepteur est sous le contrôle du facteur de 

transcription Nuclear Factor–kappa B (NF-κB) et est influencée par diverses 
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cytokines telles que l’interleukine 1β (IL-1β), l’interféron γ ou le Tumor Necrosis 

Factor alpha (TNF-α) (Schanstra et coll., 1998; Medeiros et coll., 2004; Leeb-

Lundberg et coll., 2005; Bawolak et coll., 2007; Koumbadinga et coll., 2010). 

 

Tableau 1 : Affinité des kinines pour le récepteur B1 de la BK1 

 

Ligands 

Affinité (nM) 

B1R humain B1R souris B1R lapin 

Bradykinine >10 000  200  >5000  

Lys-BK 2,54  510  19  

des-Arg9BK 1930  0,7  32  

Lys-des-Arg9BK 0,12  1,7  0,23  

 

Son induction compense pour la désensibilisation rapide du récepteur B2 de la 

bradykinine (Bhoola et coll., 2001). Le B1R, dont l’expression est finement régulée, 

n’est pas désensibilisé suite à sa stimulation par un agoniste. En effet, il n’est pas 

phosphorylé par les GRKs et ne recrute pas les arrestines. Puisqu’il ne recrute pas 

les arrestines, il n’est donc pas internalisé, mais il serait redistribué au niveau des 

radeaux lipidiques lors de son activation (Sabourin et coll., 2002) suivant en cela la 

distribution de Gαq. Bien qu’il ne soit pas désensibilisé par un mécanisme ligand 

dépendant, le B1R est rapidement dégradé et éliminé de la membrane ce qui 

suggère un mécanisme de désensibilisation ligand indépendant (Fortin et coll., 

2003). Certaines données suggèrent que le récepteur B1 possède une activité 

constitutive; c’est-à-dire qu’il peut signaler en l’absence de son agoniste. L’activité 

constitutive du récepteur B1 exprimé dans des cellules HEK293a est plus forte que 

l’activité du B2R induite par un agoniste (Leeb-Lundberg, et coll., 2001). Toutefois, 

l’activité constitutive de récepteur n’a pas été confirmée dans un système 

physiologique, car il n’existe aucun agoniste inverse du B1R. L’absence d’une 

boucle de régulation négative, que l’on retrouve dans la quatrième boucle 

intracellulaire du récepteur B2, expliquerait cette activité (Leeb-Lundberg et coll., 

2001).  

                                                 
1 Leeb-Lundberg et coll., 2005 
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2.2.3 Signalisation par le récepteur B1 

Le B1R, de par sa nature de GPCR, est couplé avec des protéines G. Ses 

effecteurs principaux sont les protéines Gαq et Gαi (Austin et coll., 1997). Le 

principal second messager activé par ces protéines G est la phospholipase C. 

Celle-ci une fois activée va hydrolyser le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

(PIP2) en  inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycerol (DAG). L’IP3 va lier 

le récepteur de l’IP3 et cela va entraîner une augmentation de la concentration de 

calcium dans le cytosol, entraînant l’activation d’un vaste éventail de protéines 

comme la calmoduline. Le DAG de son côté est impliqué dans l’activation de la 

protéine kinase C (Mignery et Südhof, 1990). La stimulation du récepteur B1 

entraîne la production d’oxyde nitrique (NO; un puissant vasodilatateur) via 

l’activation des Nitrogen Oxyde Synthase (NOS) ainsi que la sécrétion de 

prostacyclines (PGI2; vasodilatateur et inhibiteur de l’agrégation plaquettaire) via 

l’activation de la phospholipase A2 (PLA2) (Higashida et coll., 1986; Burch et 

Axelrod, 1987; Palmer et coll., 1987) 

 

2.2.4 Localisation du récepteur B1 

Étant donné son caractère inductible, on ne retrouve pas le B1R dans les tissus en 

condition physiologique. Toutefois, il est possible de le retrouver dans certains 

conditions physiopathologiques au niveau de l’endothélium vasculaire, du muscle 

lisse vasculaire, des fibroblastes, des macrophages, des neurones sympathiques 

et des terminaisons nociceptives primaires (Chen et coll., 2007). Le récepteur B1 

pourrait avoir des applications comme biomarqueur, comme c’est le cas du 

récepteur de la dopamine D3, dont l’ARNm est régulé à la hausse chez les patients 

schizophréniques au niveau des leucocytes. En effet, le B1R a été détecté à la 

surface de cellules sanguines périphériques mononucléaires chez des patients 

atteints de sclérose en plaque (Prat et coll., 2005), laissant croire que ce récepteur 

pourrait être utile comme biomarqueur représentatif des états inflammatoires. 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Inositol_1,4,5-trisphosphate
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2.3 Le récepteur B2 de la bradykinine 

L’existance du récepteur B2 de la bradykinine (B2R) fut postulé, vers la fin des 

années 70, par le groupe du Dr Regoli (Regoli et Barabé, 1980). Toutefois, ce n’est 

qu’en 1985 que ce récepteur a pu être caractérisé suite à la synthèse des premiers 

antagonistes de ce récepteur (Vavrek et Stewart, 1985). Il s’agit d’un récepteur 

couplé aux protéines G formé d’une chaîne polypeptidique de 391 acides aminés. 

Ce récepteur est encodé par le gène BDKRB2 présent sur le chromosome 14q32, 

le même locus encodant pour le récepteur B1 (Leeb-Lundberg et coll., 2005).  

 

2.3.1 Ligands du récepteur B2 

Le récepteur B2 possède un profil pharmacologique différent de celui du récepteur 

B1. Le Tableau 2 nous permet de tirer les conclusions suivantes en ce qui regarde 

l’affinité des kinines pour ce récepteur : BK=Lys-BK>>>des-Arg9BK=Lys-des-

Arg9BK. Les agonistes optimaux du B2R sont la Lys-BK et la BK ce qui permet de 

conclure que la présence de l’arginine C-terminal est d’une importance cruciale 

pour l’affinité des kinines pour ce récepteur. 

 

Tableau 2 : Affinité des kinines pour le récepteur B2 de la BK2 

 

Ligands 

Affinité (nM) 

B2R humain B2R souris B2R lapin 

Bradykinine 0,54 0,48 4,5 

Lys-BK 0,63 0,52 2 

des-Arg9BK 8100 6400 >1000 

Lys-des-

Arg9BK 

>30000 25000 >1000 

 

Tout comme pour le récepteur B1, une panoplie d’agonistes et d’antagonistes 

peptidiques ou non-peptidiques ont été synthétisés. Parmi ceux-ci, on retrouve 

l’icatibant (HOE 140; D-Arg-[Hyp3,Thi5, D-Tic7, Oic8]BK), un peptide antagoniste du 

récepteur B2. Celui-ci a récemment été l’objet d’études cliniques qui ont 

                                                 
2 Leeb-Lundberg et coll., 2005 
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démontrées son efficacité dans la prévention et la gestion des crises d’angiœdème 

héréditaire (HAE) (Malbrán et coll., 2014). L’icatibant est un antagoniste spécifique 

du récepteur B2 avec une affinité 1000 fois supérieure pour celui-ci que pour le B1R 

(Hess et coll., 1994). La forme des-Arg de l’icatibant (des-Arg9HOE 140) est un 

antagoniste mixte des récepteurs B1 et B2 (Bastian et coll., 1997). De nombreux 

agonistes et antagonistes non-peptidiques ont été développés tel l’anatibant (LF-

16-0687;1-[[2,4-dichloro-3-[(2,4-dimethylquinolin-8-yl)oxy]methyl]phenyl]-sulfonyl] -

N-[3-[[4-(aminoimino-methyl]-phenyl]carbonylamino]propyl]-2(S)-pyrrolidine-

carboxamide, mesylate salt), un antagoniste spécifique du récepteur B2 (Pruneau 

et coll., 1999).  

 

2.3.2 Régulation du récepteur B2 

Contrairement au récepteur B1, l’expression du B2R est constitutive; c’est-à-dire 

qu’il est exprimé en tout temps au niveau de la membrane plasmique. Son 

expression est nettement moins régulée que celle du B1R. Toutefois, l’expression 

du B2R peut être amplifiée par une stimulation avec un agoniste, ou par l’action 

des phorbol esters (Pesquero et coll., 1994). Par contre, le récepteur B2 est 

rapidement désensibilisé par un processus ligand dépendant. Ce récepteur subit 

une rapide phosphorylation de sa queue C-terminale par les GRKs, mais aussi par 

d’autres kinases telle que la PKC (Blaukat et coll., 2001). Les sites de 

phosphorylation proposés sont les sérine 339, 346 et 348 et les tyrosines 342 et 

345. La phosphorylation différentielle de l’un ou l’autre ou d’une combinaison de 

ces acides aminés entraîne possiblement différentes conséquences pour le 

récepteur (Leeb-Lundberg et coll., 2005). Le B2R, après avoir recruté les arrestines 

sur sa queue C-terminale, va ensuite être endocytosé par un processus 

probablement clathrine dépendant (Enquist et coll., 2007) bien que l’on retrouve 

certaines données suggérant que ce ne soit pas le cas (de Weerd et Leeb-

Lundberg, 1997; Haasemann et coll., 1998). La désensibilisation du B2R passe par 

un cycle d’endocytose et de recyclage bien documenté (Marceau et coll., 2002).  

Une fois internalisé, le récepteur B2 voyagera sur les microtubules dans des 

endosomes positifs pour la GTPase Rab5 vers un site périnucléaire. Les 
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récepteurs emprunteront ensuite les fibres d’actines dans des endosomes Rab11 

et/ou Rab4 positifs afin d’être recyclés à la membrane où ils pourront être à 

nouveau stimulés (Charest-Morin et coll., 2013). Le récepteur B2 possède une 

faible activité constitutive tel que démontré par l’effet des agonistes inverses 

NPC17731 et NPC 567 sur la production basale d’IP3 chez des cellules 

myométriales de rat (Leeb-Lundberg et coll., 1994). Il a été proposé que le 

récepteur B2 puisse être activé directement par la kallikérine plasmatique (Hecquet 

et coll., 2000), mais les données plus récentes semblent proposer une activation 

dépendante de la génération de BK et non de l’action directe de cette enzyme sur 

le B2R (Charest-Morin et coll., 2015).  

 

2.3.3 Signalisation par le B2R 

Le récepteur B2 permet la transduction de signal via le recrutement et l’activation 

de protéines G hétérotrimériques. Il interagit notamment avec les protéines Gαq, 

Gαi, Gαs et Gα12/13 (Gutowski et coll., 1991; Ewald et coll., 1989; Liebmann et coll., 

1996; Gohla et coll., 1999). Les voies de signalisation empruntées ressemblent 

beaucoup à celles utilisées par le B1R. En effet, suite à la stimulation du récepteur 

B2, la PLC, la PLA2 et l’eNOS sont activées (Leeb-Lundberg et coll., 2005). La 

principale différence entre la signalisation du B1R et du B2R réside dans la durée et 

dans l’intensité de celle-ci. La signalisation du B1R est nettement plus durable et 

intense que celle du B2R (Mathis et coll., 1996; Faussner et coll., 1998). Toutefois, 

étant donné le caractère inductible du B1R et l’expression constitutive du B2R, la 

majorité des effets des kinines en situation physiologique dépend du récepteur B2. 

 

2.3.4 Localisation du récepteur B2 

Le récepteur B2 a la propriété d’être exprimé de manière ubiquitaire; c’est-à-dire 

que l’on peut le retrouver dans la vaste majorité des tissus et types cellulaires. En 

effet, celui-ci a été détecté dans les cellules vasculaires tant de l’endothélium que 

du muscle lisse ainsi qu’au niveau des fibroblastes, des cellules épithéliales et des 

cellules nerveuses sensorielles afférentes (Ricupero, et coll., 2000; Bhoola et coll., 

1997; Wu et coll., 2002). En effet, l’ARNm du B2R a été détecté dans 36 des 39 
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tissus testés par Ma (Ma et coll., 1994). La rate, les glandes salivaires et la veine 

mésentérique sont les seuls tissus qui n’exprimaient pas l’ARNm du B2R. 

 

3. Le récepteur de la parathormone 1 (PTH1R) 

 

3.1 La parathormone (PTH) 

La parathormone ou hormone parathyroïde est une hormone peptidique formée de 

84 acides aminés. Toutefois, celle-ci est synthétisée sous la forme d’une protéine 

précurseur. Elle contient en effet une préséquence de 25 acides aminés et une pro 

séquence de 6 acides aminés, qui sont toutes les deux hydrolysées lors des 

processus de synthèse et de sécrétion. La PTH est le principal régulateur de 

l’homéostasie calcique chez l’homme. Cette hormone est sécrétée par la 

parathyroïde, une glande endocrine située à proximité de la glande thyroïde, soit 

au niveau du cou. La parathormone a été décrite pour la première fois par Collip 

en 1925 (Collip, 1925) et celle-ci fut purifiée et isolée pour la première fois en 1959 

(Rasmussen et Craig, 1959). 

 

3.1.1 Effets de la parathormone 

La parathormone permet l’augmentation de la concentration sanguine de calcium 

en agissant sur les récepteurs de la parathormone à trois endroits dans le corps. 

La PTH agit d’abord au niveau des os où elle peut causer un relâchement rapide 

de calcium à partir de la matrice osseuse (Quinn et coll., 1998; Yasuda et coll., 

1998). Toujours au niveau des os, la PTH peut aussi agir de manière plus lente en 

stimulant la résorption osseuse, ce qui a comme effet de libérer le calcium 

emprisonné dans les os. La résorption osseuse est le processus de destruction 

normal des os par les ostéoclastes, cellules indirectement stimulées par la PTH. 

On dit qu’elles sont indirectement stimulées, car elles ne possèdent pas de 

récepteur pour cette hormone. La PTH va donc stimuler les ostéoblastes à 

sécréter le Receptor Activator of Nuclear factor kappa-B Ligand (RANKL), une 

cytokine qui stimule les précurseurs des ostéoclastes à se différencier en 
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ostéoclastes matures. Ceux-ci vont pouvoir libérer plus de calcium en augmentant 

la résorption osseuse. La parathormone agit aussi au niveau des reins en stimulant 

la réabsorption du calcium au niveau des tubules distaux et de la branche 

ascendante large de l’anse de Henlé. 

 

 

Figure 3. Les effets de la parathormone. 

 

Finalement, cette hormone agit au niveau des intestins, endroit où elle agit en 

stimulant l’expression et l’activité de l’enzyme 1-α-hydroxylase. Il s’agit de l’enzyme 

responsable de l’activation de la vitamine D par l’hydroxylation de la 25-hydroxy-

vitamine D en 1,25-hydroxy-vitamine D. La vitamine D activée va stimuler une 

meilleure absorption du calcium au niveau des intestins en induisant la production 

de calbindin, une famille de protéine liant le calcium. 
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Augmentation 
[Ca2+] 
sanguine 

Augmentation 
[Ca2+] sanguine 

Ostéoblaste 
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L’hormone parathyroïde joue aussi un rôle secondaire dans l’homéostasie du 

phosphate sanguin en inhibant la réabsorption de cet ion au niveau des tubules 

contournés proximaux et distaux dans le rein. La PTH agit en diminuant 

l’expression du cotransporteur Npt2 (Cheng et coll., 1981; Bringhurst, 1989). 

 

3.1.2 Régulation de la sécrétion de la PTH 

La sécrétion de cette enzyme est contrôlée par une boucle de régulation négative 

dépendante des concentrations de calcium sériques. Lorsque la concentration de 

calcium est élevée, le Ca2+ extracellulaire stimule les récepteurs du calcium 

couplés aux protéines G (CaR). Cela va entraîner la mobilisation intracellulaire du 

calcium via la génération d’IP3 (Nemeth et Scarpa, 1987). Les hautes 

concentrations de calcium cytosolique inhibent la sécrétion de la parathormone. 

Dans le cas où il y a une diminution de la concentration sanguine de Ca2+, les CaR 

ne seront plus stimulés et la PTH pourra à nouveau être sécrétée. De très petites 

variations dans la concentration sanguine de calcium va immédiatement stimuler 

l’absorption (par la PTH) ou l’excrétion (via l’action de la calcitonine, hormone 

produite par les cellules parafolliculaires de la thyroïde) de Ca2+. En effet, la 

concentration de calcium dans les conditions physiologique est sujette à peu de 

variation dans une journée et est maintenue dans une fourchette de 2.25 à 2.65 

mM (Malette, 1989). 

 

3.2 Le récepteur de la parathormone PTH1R 

PTH1R est un récepteur couplé aux protéines G formé d’une seule chaîne 

peptidique de 593 acides aminés. C’est un GPCR de classe B cloné pour  la 

première fois en 1994 (Schneider et coll., 1994). Comme tout les récepteurs de 

cette classe, PTH1R possède un très vaste domaine N-terminal et C-terminal 

(Chorev, 2002). C’est une protéine encodée par le gène PTH1R présent dans 

chromosome 3.  Il existe un second récepteur de la parathormone chez l’homme, 

le récepteur PTH2R. Celui-ci possède une distribution et des ligands différents de 

ceux de PTH1R. Il est particulièrement abondant dans le cerveau et n’est pas 

impliqué dans l’homéostasie calcique. En effet, les ligands de PTH2R, dont le 
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Tuberoinfundibular peptide of 39 residues (TIP39), agissent comme des 

neurotransmetteurs (Dobolyi et coll., 2010).   

 

3.2.1 Les ligands du récepteur PTH1R 

Le récepteur PTH1R possède deux ligands agonistes endogènes soit la 

parathormone ou le parathormone related peptide (PTHrP). PTHrP est surtout 

impliqué dans le développement embryonnaire des os et du cartilage (Strewler, 

2000; Kronenber et coll., 2001). On retrouve trois formes de PTHrP chez l’homme 

soit PTHrP-139, PTHrP-141 et PTHrP-173. Ce sont les produits de l’épissage 

alternatif d’un seul gène et ils ne partagent que très peu d’homologie avec la 

parathormone (51% d’homologie). Toutefois, il y a une forte homologie dans les 

résidus formant le domaine d’activation du PTH1R, 8 résidus sur les 13 le 

composant sont conservés (Usdin et coll., 1995).  L’activité pharmacologique de 

ces deux peptides est conservée lorsque l’on stimule le PTH1R avec les 34 

premiers résidus de chacun (PTH(1-34) ou PTHrP(1-34)). L’activité 

pharmacologique classique de la parathormone lui est conférée par son extrémité 

C-terminale alors que l’extrémité N-terminale de l’hormone est très importante pour 

l’affinité de celle-ci pour le récepteur PTH1R. La délétion des résidus 31 à 34 de la 

PTH(1-34) cause une perte d’affinité de 100 fois et la délétion des résidus 28 à 34 

de la PTH(1-34) cause une perte d’affinité de plus de 5000 fois. La liaison de la 

parathormone à son récepteur est donc consistante avec le modèle de liaison 

« two domain » des GPCR de classe B. L’extrémité N-terminale de la PTH va 

d’abord interagir avec le domaine extracellulaire du PTH1R ce qui va ensuite 

permettre à l’extrémité C-terminale de la PTH d’interagir avec le domaine 

transmembranaire pour activer le récepteur (Chorev, 2002). Des modifications 

post-translationnelles ou des clivages par des endopeptidases génèrent des 

fragments N-terminal de la PTH possédant des activités biologiques diverses 

(Segre et coll., 1981; Bringhurst et coll., 1988; Wu et coll., 1996). Ces fragments, 

tels que PTH(7-84), PTH(35-84) et PTH(69-84), stimuleraient le récepteur PTH1R 

en se liant à un site différent de la PTH. En effet, la liaison de ces fragments n’est 
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pas compétitionnée par la PTH lors d’un essai de liaison avec radioligand 

(Nguyen-Yamamoto et coll., 2001). 

 

Tableau 3 : Affinité de différents ligands du récepteur PTH1R humain3 

 

Ligands 

Affinité pour le récepteur (nM) 

PTH1R humain PTH2R humain 

Parathormone intacte (1-84) 2,8 1,7 

PTHrP 0,59 660 

PTH(1-34) 3 _____ 

PTH(1-30) 300 _____ 

PTH(1-27) 22000 _____ 

TIP39 59 0,59 

 

Finalement, le peptide TIP39 est un antagoniste endogène du récepteur PTH1R. 

C’est aussi un agoniste de haute affinité du récepteur PTH2R (Voir Tableau 3). 

 

3.2.2 Régulation du récepteur PTH1R 

L’expression rénale et osseuse de ce récepteur est augmentée chez les rats avec 

une carence en vitamine D et par les endotoxines, l’interleukine-2, la 

dexaméthasone, l’hormone thyroïdienne T3 et le Transforming Growth Factor beta 

(TGF-β). L’expression de ce récepteur peut être diminuée par la PTH, la PTHrP, 

l’angiotensine II, la prostaglandine E2, la vitamine D et par l’Insulin-like Growth 

Factor 1 (IGF-1) (Ureña, 2003). Le récepteur PTH1R est rapidement désensibilisé 

suite à sa stimulation par la PTH ou PTHrP. Celui-ci est phosphorylé sur sa queue 

C-terminale par les protéines kinases A et C en plus des GRKs (Blind et coll., 

1995; Qian et coll., 1998). Selon certains groupes, l’internalisation du récepteur 

suite à sa stimulation serait indépendante de la phosphorylation (Malecz et coll., 

1998) alors que pour d’autres il s’agit d’une étape cruciale pour l’endocytose 

(Tawfeek et coll., 2002). Une fois internalisé par un mécanisme clathrine 

                                                 
3 Hoare et Usdin, 2001 
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dépendant, le récepteur va progresser dans le système endosomal pour être soit 

recyclé à la surface ou dégradé dans les lysosomes (McDonald et coll., 2001). 

 

3.2.3 Signalisation par le PTH1R 

Lorsque stimulé par la PTH ou la PTH(1-34), le PTH1R interagit avec les protéines 

Gαs et Gαq. La protéine Gαs va stimuler la production d’AMPC via l’activation de 

l’adénylate cyclase (Schwindinger et coll., 1998). PTH1R peut aussi activer Gαq qui 

induit une augmentation du calcium intracellulaire via l’action de la PLC et de l’IP3 

(Schneider et coll., 1994). Fait intéressant, différents agonistes recrute différentes 

protéines G ou dans certains cas, favoriser une signalisation arrestine dépendante. 

Par exemple, PTH(7-34) génère une réponse arrestine dépendante qui inhibe la 

production d’AMPC, réponse cellulaire contraire à celle engendrée par PTH(1-34) 

(van der Lee et coll., 2013). 

 

3.2.4 Localisation du récepteur PTH1R 

Le récepteur PTH1R est distribué dans presque tout les tissus mais principalement 

au niveau des os (ostéoblastes), des reins et du foie (Urena et coll., 1993; Tian et 

coll., 1993). La vaste distribution de ce récepteur expliquerait les effets non-

classiques qui lui sont associé via l’action de PTHrP. 

 

4. La génération de ligands biotechnologiques 

 

 La description en 1970 de la première enzyme de restriction de type II (Smith et  

Wilcox, 1970), a permit l’éclosion d’un tout nouveau domaine, celui du génie 

génétique. En combinant ces enzymes avec les plasmides (Lederberg, 1952) et 

l’ADN ligase (Weiss et Richardson, 1967), il était dorénavant possible de couper 

un gène et de le coller dans un plasmide afin d’exprimer celui-ci dans le système 

désiré. D’autres avancées comme le développement de la Polymerase Chain 

Reaction (PCR) et de la mutagénèse dirigée par oligonucléotides ont fait de ce 

domaine l’un des domaines les plus effervescents des 60 dernières années.  L’un 
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des premier succès du génie génétique fut la production d’insuline humaine non 

antigénique par la bactérie E. coli en 1979 (Goeddel et coll., 1979). L’insuline 

d’origine bactérienne est utilisée chez des patients diabétiques et contribua 

grandement à l’amélioration de la qualité de vie de ceux-ci. Depuis, l’industrie 

biopharmaceutique a pris énormément d’ampleur avec la production de nombreux 

médicaments très efficaces. La biopharmaceutique se définit comme la production 

d’un composé pharmaceutique par un organisme vivant. Tout cela a aussi permit 

l’éclosion d’un autre domaine, la biologie moléculaire. Les techniques de clonage, 

baséesw sur les plasmides et les enzymes de restrictions, ont permis l’étude du 

rôle des protéines. Il était dorénavant possible d’exprimer spécifiquement une 

protéine dans un système et d’en étudier les fonctions. S’ensuivirent de 

nombreuses nouvelles techniques visant l’étude des protéines. Parmi ces 

techniques, la génération des protéines de fusion a, entre autre, permit l’étude de 

la localisation des protéines. Une protéine de fusion se définit comme une protéine 

artificielle obtenue par la recombinaison de l’ADN de plusieurs gènes dans une 

seul cadre de lecture. La protéine résultante combinera les séquences de toutes 

les protéines fusionnées. Grâce aux protéines de fusion, on peut étudier la 

localisation des récepteurs en fusionnant notre horomone d’intérêt avec une 

protéine fluorescente. Des protéines de fusion ont été générées pour toutes sortes 

de protéines tant pour les protéines cytosoliques (Hodgson et coll., 2000), 

nucléaires (Shiga et coll., 2003), membranaires (Abraham et coll., 1997) que 

plasmatiques (Schulte, 2008). Outre les études de localisation, on peut se servir de 

cette technique pour purifier et isoler une protéine. Par exemple, l’étiquette (tag) 

histidine permet la purification de la protéine l’exprimant car ce tag possède une 

forte affinité pour le nickel (Hochuli coll., 1988). Aussi, la découverte de la protéine 

fluorescente verte (GFP; Shimomura et coll., 1962) a permis la production de 

protéines de fusion fluorescente, donc facile à détecter optiquement. La génération 

de protéines de fusion agonistes ou antagonistes des récepteurs couplés aux 

protéines G est une approche très efficace pour étudier leur distribution, leur 

signalisation et leur internalisation. La génération de telles protéines se basent sur 

la connaissance des modèles de liaison des ligands à leurs récepteurs.  
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5. Objectifs du projet de recherche 

 

L’objectif de ce projet de maîtrise était la conception de ligands biotechnologiques 

pour les récepteurs couplés aux protéines G B2R, B1R et PTH1R. Ces récepteurs 

ont étés choisis car ils représentent des membres des deux plus grandes classes 

de GPCR (Classe A : B2R et B1R, Classe B : PTH1R). Aussi, les récepteurs B2 et 

B1 sont activés par l’extrémité C-terminale de leurs ligands alors que le récepteur 

PTH1R est activé par l’extrémité N-terminale de la PTH. Il faudra donc tenir compte 

des ces particularités dans la conception de ligands biotechnologiques pour ces 

récepteurs. Les protéines de fusion seront basées sur la GFP, car c’est une 

molécule facile à détecter tant en microscopie à fluorescence, en 

immunobuvardage ou en cytométrie de flux. Il s’agit aussi d’une protéine de haut 

poids moléculaire (27 kDa) qui prouve la faisabilité d’une protéine de fusion ligand 

de ces récepteurs. Les protéines de fusion comporteront toutes les domaines 

suivants : domaine GFP, domaine spacer, domaine ligand. Le domaine spacer  

permet de créer un espacement entre la protéine fluorescente et le ligand, 

permettant de réduire au maximum l’encombrement stérique entre la GFP et le 

récepteur ou entre la GFP et le ligand. Aux cours de cette étude, plusieurs spacers 

seront évalués. 

 

Suite à leur conception, les ligands biotechnologiques seront évalués pour leur 

capacité à détecter leur récepteur de manière spécifique. Pour les récepteurs qui 

sont internalisés, ces ligands seront utilisés pour suivre la progression du 

complexe ligand-récepteur dans le système endosomal. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 

1. Matériel 

 

1.1 Cellules et production des ligands biotechnologiques 

Des cellules HEK293a, obtenues de la compagnie Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) 

ont été utilisées dans toutes les expériences. Ces cellules ont été cultivées dans 

du Dulbelcco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplémenté avec 10 % de 

sérum de veau fœtal, 1 % de L-glutamine et 1 % de pénicilline-streptomycine.  

Ces cellules ont servies d’abord de cellules productrices pour les protéines de 

fusion basées sur la GFP. Des cellules HEK293a confluentes à 70 % ont été 

transfectées avec un vecteur codant pour la protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP à 

l’aide du réactif de transfection Exgen (Fermentas, Thermo Scientific, Ottawa, 

Canada). Ces cellules ont été cultivées pendant 1 mois en présence de généticine 

(Life Technologies; 500 μg/mL) afin de développer une lignée exprimant le 

transgène de manière stable. Ces cellules ont par la suite été triées en fonction de 

leur fluorescence à l’aide d’un appareil de cytométrie en flux (BD SORP LSR II cell 

analyzer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)). Les milieux conditionnés (MC) des 

cellules exprimant stablement la protéine de fusion sécrétoire PTH(1-34)-EGFP 

étaient récoltés après quatre jours de culture et utilisés tels quels pour la 

stimulation des cellules. Toutefois, pour certaines expériences, le MC a été 

concentré et dessalé à l’aide de Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Millipore, 

Billerica, MA; membrane cut-off 10 kDa). À des fins de contrôle, des cellules ont 

été transfectées de manière transitoire avec le vecteur codant pour la forme 

sécrétoire de la GFP et cultivées pendant 2 jours avant de récolter le MC. 

 

La majorité des expériences portant sur les récepteurs de la BK ont été basée sur 

la forme non sécrétée de la GFP. Les protéines de fusion ligands des récepteurs 

de la BK ont été produites en tant que lysats de cellules HEK293a précédemment 

transfectées à l’aide d’un réactif de transfection basé sur le polyétylèneimine (PEI; 

Morissette et coll., 2008). Après 48 h, les cellules transfectées avec les vecteurs 
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codant pour les protéines de fusion ont été lavées avec du Phosphate Buffer 

Saline (PBS). Les cellules, sans surnageant, furent congelées pendant au moins 2 

heures à -20°C afin de les lyser. Ensuite, celles-ci furent dégelées et délogées du 

flacon à l’aide d’un cell scraper. La suspension résultante a été centrifugée 

(15,000g; 10 minutes) et le surnageant (le lysat) fut utilisé comme solution 

concentrée de protéines de fusion ligand de l’un ou l’autre récepteur de la BK. 

Comme témoin, des cellules ont été transfectées avec le vecteur codant pour la 

protéine EGFP-C3 (Clontech, Palo Alto, CA) et celles-ci ont été traitées de la 

manière décrite précédemment. 

 

1.2 Vecteurs 

D’autres cellules HEK293a ont été transfectées transitoirement avec des vecteurs 

codant pour PTH1R (don du Dr T.J. Gardella, Massachusetts General Hospital), 

B2R humain (Charest-Morin et coll., 2015), myc-B2R (un récepteur B2 de lapin 

exprimant un épitope myc en N-terminal; Bawolak et coll., 2007) et B1R-FLAG 

(récepteur B1 humain fusionné à un tag C-terminal FLAG; Morissette et coll., 

2008). Des vecteurs codant pour les protéines ACE-cherryFP et B2R-cherryFP ont 

été développés pour ce projet. D’autres cellules ont été transfectées avec Cherry 

fluorescent protein (CherryFP), Rab5-GTP-locked-CherryFP, Rab7-CherryFP (dons du 

Dr M.J. Tremblay, Université Laval, Canada) ou arrestin1-CherryFP (don du Dr J.-

M. Beaulieu, Université Laval, Canada). Finalement, des cellules ont été 

tranfectées avec un plasmide codant pour l’expression de CherryFP sous le 

contrôle du cyclic AMP responsive element (CRE; CRE-CherryFP; Fortin et coll., 

2011). 

 

1.2.1 Construction du vecteur PTH(1-34)-EGFP 

La forme sécrétée de la GFP (s-EGFP), contenant le signal peptide de la 

préproinsuline, a été précédemment rapportée (Jain et coll., 2011; don du Dr P. 

Joyce, Université Concordia, Montréal, Canada). La séquence codant pour la 

PTH(1-34) a été insérée à la suite du signal peptide par mutagenèse dirigée par 

oligonucléotides. 
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Figure 4. Séquence du vecteur codant pour la protéine de fusion PTH(1-34)-
EGFP. 
 

 

 

 

 

 

 

PTH1-34-EGFP vector 
 

ACCATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTG 

   MetAlaLeuTrpMetArgLeuLeuProLeuLeu 

   preproinsulin signal peptide 

 

GCGCTGCTGGCCCTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCA 

AlaLeuLeuAlaLeuTrpGlyProAspProAlaAla 

                                      

GCGTCTGTGAGTGAAATACAGCTTATGCATAACCTG 

AlaSerValSerGluIleGlnLeuMetHisAsnLeu 

   PTH1-34 
 

GGAAAACATCTGAACTCGATGGAGAGAGTAGAATGGCTG 

GlyLysHisLeuAsnSerMetGluArgValGluTrpLeu 

 

CGTAAGAAGCTGCAGGATGTGCACAATTTT 

ArgLysLysLeuGlnAspValHisAsnPhe 

 

GATCCACCGGTCGCCACCATGGTG…AAGTAA  

AspProProValAlaThrMetVal…Lys Stop 

joining peptide   EGFP 

 

    

Signal 
peptidase 
complex 
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Figure 5. (A) Représentation schématique du récepteur PTH1R et de la protéine 
de fusion PTH(1-34)-EGFP. 
(B) Représentation schématique du récepteur B2R et de la protéine de fusion 
EGFP-MK. 
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La composition du vecteur résultant est détaillée dans la Figure 4 et est 

représentée schématiquement dans la Figure 5A. La GFP est fusionnée à 

l’extrémité C-terminal du peptide PTH(1-34), en accord avec le modèle de liaison 

de cette hormone à son récepteur. La séquence de ce vecteur a été confirmée par 

séquençage automatisé. 

 

1.2.2 Construction du vecteur EGFP-MK 

Deux vecteurs codant pour la protéine de fusion EGFP-MK ont été produits. Le 

premier a été désigné s-EGFP-MK. Il était composé de la forme sécrétée de la 

GFP décrite précédemment avec une extension C-terminale composée de la 

séquence de la maximakinine (MK) (Figure 5B). Les oligonucléotides suivants ont 

été hybridés afin de générer de l’ADN double brin codant pour la MK : 5’-G TAC 

AAG GAT TTG CCT AAG ATC AAC CGC AAA GGA CCA CGT CCA CCG GGG 

TTC TCC CCT TTT CGA TAA C-3 ′ et 5 ′ -TCGAG TTA TCG AAA AGG GGA GAA 

CCC CGG TGG ACG TGG TCC TTT GCG GTT GAT CTT AGG CAA ATC      

CTT-3 ′. L’ADNdb a ensuite été inséré dans le produit de digestion BsrGI/XhoI du 

vecteur s-EGFP à l’aide de la T4 DNA ligase afin de générer le vecteur s-EGFP-

MK (Figure 6).  Le second vecteur, EGFP-MK, a été produit par la délétion de la 

séquence d’ADN du signal peptide de s-EGFP-MK selon la méthode de Hansson 

(Hansson et coll., 2008). La délétion s’est faite à l’aide des amorces de PCR 

suivantes : 5 ′ -CCC AAG CTT CTA GAC CAT GGT GAG CAA GGG CGA G-3 ′ 

(sens) and 5 ′ -CTC GCC CTT GCT CAC CAT GGT CTA GAA GCT TGG G -3 ′ 

(antisens). Le produit de PCR obtenu a ensuite été digéré par DpnI et le vecteur 

résultant a été transformé dans des bactéries compétentes.  

 

1.2.3 Construction des vecteurs exprimant des protéines de fusion ligands du B1R 

Plusieurs protéines de fusion ont été testées pour ce récepteur et pour chacune 

d’entre elles, un vecteur fut produit (Figure 7). Toutes les protéines de fusion furent 

construites sur la même base; c'est-à-dire que chacune comprenait dans l’ordre 

(de Nt vers Ct) un domaine GFP, un domaine spacer (S; S1 à S4) et un domaine 

peptide (P; P1 et P2). 
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Figure 6. Séquence du vecteur codant pour les protéines de fusion s-EGFP-MK et 
EGFP-MK. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

s-EGFP-MK vector (in pcDNA3) 

Boxed sequence removed in EGFP-MK vector 
 

 

 

 

ACCATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTG 

   MetAlaLeuTrpMetArgLeuLeuProLeuLeu 

   preproinsulin signal peptide 

 

GCGCTGCTGGCCCTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCA 

AlaLeuLeuAlaLeuTrpGlyProAspProAlaAla 

                                      

GCGGATCCACCGGTCGCCACCATGGTG … CTGTAC  

AlaAspProProValAlaThrMetVal … LeuTyr 

   joining peptide   EGFP            

 

AAGGATTTGCCTAAGATCAACCGCAAAGGACCACGT 

LysAspLeuProLysIleAsnArgLysGlyProArg 

   maximakinin 

 

CCACCGGGGTTCTCCCCTTTTCGATAACTCGAGCATG 

ProProGlyPheSerProPheArgStop 

 

Signal 
peptidase 
complex 
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Pour l’identité des spacers et des peptides, se référer à la Figure 7. Le vecteur 

codant pour la protéine de fusion EGFP-S1P1 fut généré par la délétion du codon 

codant pour l’arginine C-terminale du vecteur EGFP-MK. Cette délétion fut 

effectuée selon la méthode d’Hansson à l’aide des oligonucléotides suivants : 5’-

GGG TTC TCC CCT TTT TAA CTC GAG CAT GCA TCT-3’ (sens) et 5’-TG ATG 

CTC GAG TTA AAA AGG GGA GAA CCC CGG-3’ (anti-sens). Le vecteur codant 

pour la protéine EGFP-S1P2 fut généré par la substitution de la thymine (T) du 

codon codant pour la phénylalanine C-terminale du vecteur EGFP-S1P1 par une 

adénosine (A). Les amorces suivantes furent employées : 5’-GT CCA CCG GGG 

TTC TCC CCT TTA TAA CTC GAG CAT GCA TCT AG-3’ (sens) et 5’-CT AGA 

TGC ATG CTC GAG TTA TAA AGG GGA GAA CCC CGG TGG AC-3’ (anti-sens). 

Ce changement résulte dans l’expression d’une leucine en position C-terminale. 

Les vecteurs codant pour EGFP-S2P1 et EGFP-S2P2 furent généré par l’insertion 

des nucléotides AAG en aval de la séquence de la BK comprise dans celle de la 

MK. Cela résulte dans l’ajout d’un résidu lysine, qui comme discuté plus tôt, est 

essentiel pour l’affinité des kinines pour le récepteur B1. Cette insertion s’est faite 

par la technique de mutagénèse dirigée par oligonucléotides à l’aide des amorces 

de PCR suivantes : 5’-G ATC AAC CGC AAA GGA CCA AAG CGT CCA CCG 

GGG TTC TCC-3’ (sens) et 5’-GGA GAA CCC CGG TGG ACG CTT TGG TCC 

TTT GCG GTT GAT C-3’ (anti-sens). Les mêmes amorces ont été utilisées pour 

les deux vecteurs. Le PCR pour EGFP-S2P1 s’est fait à partir du vecteur EGFP-

S1P1 et celui pour EGFP-S2P2 à partir du vecteur S1P2. Pour ce qui est des 

vecteurs codant pour EGFP-S3P1 et EGFP-S3P2, ceux-ci sont basés sur un 

spacer complètement différent, le spacer asparagine-glycine plus une lysine C-

terminale ((NG)nK). Il s’agit d’un spacer linéaire compatible avec le milieu 

extracellulaire et qui a été utilisé avec succès dans la génération de protéines de 

fusion (Fortin et coll., 2009). Les vecteurs EGFP-S3P1 et EGFP-S3P2 

comprennent 5 répétitions du spacer NG.  Pour le vecteur EGFP-S3P1, les 

oligonucléotides suivants furent hybridés afin d’obtenir de l’ADNdb : 5’-G TAC  
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B1R 
C 

N 

N 

C 

N 
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Figure 7. Représentation schématique des protéines de fusion évaluées en tant 
que ligands potentiels du récepteur B1. Les protéines de fusion sont composées de 
la GFP lié à un spacer (S1 à S4) qui à son tour est lié à un peptide ligand du 
récepteur B1 (P1 ou P2).  
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AAG AAC GGC AAC GGC AAC GGC AAC GGC AAC GGC AAG CGT CCA CCG 

GGG TTC TCC CCT TTT TAA-3’ et 5’-G TAC TTA AAA AGG GGA GAA CCC 

CGG TGG ACG CTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT CTT-

3’. Ensuite, cet ADNdb fut inséré dans le vecteur EGFP-S1P1 digéré avec BsrGI et 

XhoI grâce à la T4 DNA ligase. La même stratégie fut employé pour le vecteur 

EGFP-S3P2 mais avec les amorces suivantes : 5’-G TAC AAG AAC GGC AAC 

GGC AAC GGC AAC GGC AAC GGC AAG CGT CCA CCG GGG TTC TCC CCT 

TTA TAA-3’ et 5’-G TAC TTA TAA AGG GGA GAA CCC CGG TGG ACG CTT 

GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT CTT-3’. Le vecteur EGFP-

S4P1, quant à lui, fut généré en insérant les nucléotides suivants, 5’-

AACGGCAACGGCAACGGCAACGGCAACGGCAACGGCAACGG-

CAACGGCAACGGCAACGGC-3’, par PCR dans le vecteur EGFP-S3P1 à l’aide 

de ces amorces :5’-C GGC AAC GGC AAC GGC AAC GGC AAC GGC AAC GGC 

AAC GGC AAG CGT CCA CCG GG-3’ (sens) et 5’-CC CGG TGG ACG CTT GCC 

GTT  GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC G-3’ (anti-sens). 

Le but de cette insertion était d’ajouter 5 répétitions du spacer NG au 5 présentes 

dans le vecteur EGFP-S3P1, mais nous avons obtenu un vecteur avec 15 

répétitions ((NG)15K). 

 

1.2.4 Construction du vecteur B2R-CherryFP 

En premier lieu, la séquence du récepteur humain fut amplifiée par PCR à partir 

d’un vecteur codant pour ce récepteur à l’aide des amorces suivantes : 5’-C GTT 

TAA ACG GGC CCT ATG CTC AAT GTC ACC TTG CAA G-3’ (sens) et 5’-CTC 

ACC ATC TGT CTG CTC CCT GCC CCA-3’ (anti-sens). Ensuite la séquence 

codant pour CherryFP fut à son tout amplifiée pas PCR à partir d’un vecteur 

codant pour cette protéine à partir des amorces suivantes : 5’-GC AGA CAG ATG 

GTG AC AAG GGC GAG-3’ (sens) et 5’-TTG GTA CCG AGC TCG TTA TCT TAG 

ATC CGG TGG ATC CC-3’ (anti-sens). Ces fragments furent insérés dans un 

vecteur digéré par XbaI et BamHI par la méthode de Gibson (Gibson et coll., 2009) 

à l’aide du Gibson Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA). 
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1.2.5 Construction du vecteur ACE-CherryFP 

Tout d’abord, la séquence codante pour l’ACE fut amplifiée par PCR à partir d’un 

vecteur codant pour cette protéine (don du Dr Corvol, Paris, France) à l’aide des 

amorces suivantes : 5’-C GTT TAA ACG GGC CCT ATG GGG GCC GCC TCG 

GGC-3’ (sens) et 5’-CT CAC CAT GGA GTG TCT CAG CTC CAC CTC GGA GC-

3’ (anti-sens). Puis, la séquence codant pour CherryFP fut à son tour amplifiée pas 

PCR à partir d’un vecteur codant pour cette protéine à partir des amorces 

suivantes : 5’-GA CAC TCC ATG GTG AGC CAA GGG CGA G-3’ (sens) et 5’-TTG 

GTA CCG AGC TCG TTA TCT AGA TCC GGT GGA TCC C-3’ (anti-sens). Ce 

vecteur fut assemblé de la même façon que le vecteur B2R-CherryFP. 

 

1.3 Agents pharmacologiques 

Outre les protéines de fusion, les cellules furent traitées avec les stimulants 

suivants : PTH(1-34) synthétique (Sigma-Aldrich), forskoline (un activateur direct 

de l’adénylate cyclase; Calbiochem, La Jolla, CA), bradykinine (Bachem 

Biosciences, King of Prussia, PA), anatibant (LF-16-0687; 1-[[2,4-dichloro-3-[(2,4-

dimethylquinolin-8-yl)oxy]methyl]phenyl]sulfonyl]-N-[3-[[4-(aminoiminomethyl]-

phenyl]carbonylamino]propyl]-2(S)-pyrrolidinecarboxamide, mesylate salt; don des 

laboratoires Fournier, Daix, France) et Compound 11 (2-{(2R)-1-[(3,4-

dichlorophenyl)sulfonyl]-3-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoxalin-2-yl}-N-{2-[4-(4,5-

dihydro-1H-imidazol-2-yl)phenyl]ethyl}acetamide; don du Dr D.J. Pettibone, Merck 

Research Laboratories, West Point, PA).  

Pour les essais de compétitions de liaison du radioligand, les molécules suivantes 

furent utilisées : [3H]Lys-des-Arg9BK (77,0 Ci/mmol; PerkinElmer Biosciences, 

Boston, MA) et Lys-des-Arg9BK (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO). Aussi, les quatres 

peptides suivants furent synthétisés sur demande par la compagnie Peptide 2.0 

Inc. (Chantilly, VA) : S1P1, S2P1, S3P1 et S3P2. 
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2. Méthodes 

 

2.1 Immunobuvardage 

L’identité des protéines de fusion fut vérifiée par des expériences 

d’immunobuvardage (10-15 μL de MC ou 1 μL de lysat par puits; gels de de 

polyacrylamide-SDS 9 %) conduites comme décrit précédemment (Bawolak et 

coll., 2007) au moyen de l’anticorps monoclonal anti-GFP JL8 (Clontech).  

 

L’action agoniste de PTH(1-34)-EGFP et de EGFP-MK fut investigué par la 

quantification de l’expression du facteur de transcription c-Fos.  Des cellules 

HEK293a stimulées par divers traitements furent lysées, et ce lysat utilisé comme 

matériel pour la détection de c-Fos. L’expression de c-Fos fut détectée à l’aide de 

l’anticorps anti-c-Fos K-25 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). La β-actine fut 

aussi détectée dans cette expérience afin de s’assurer que la même quantité de 

protéine était présente dans chaque puits (Sigma-Aldrich). 

 

2.2 Dosage des protéines de fusion 

Toutes les protéines de fusion ont été dosées à l’aide d’un ELISA commercial anti-

GFP (Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA).  

 

2.3 Microscopie 

Pour les expériences de microscopie, des cellules HEK293a ont été ensemencées 

dans des pétris de 35 mm et transfectées ou non avec le récepteur approprié. 

Dans la majorité des expériences, les cellules ont été stimulées 30 minutes à 37 ˚C 

avec les protéines de fusion. Dans le cas où des antagonistes ont été utilisés, 

ceux-ci ont été ajoutés 15 minutes avant l’ajout des agonistes. D’autres cellules ont 

été transfectées avec PTH1R et CRE-CherryFP. Ces cellules ont été traitées avec 

divers stimulants, et ce pour une période de 6 h à 37 ˚C. 
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Après les stimulations, les cellules furent rincées au PBS puis observées en 

microscopie avec un microscope Olympus BX51 (Center Valley, PA) couplé à une 

caméra digitale CoolSnap HQ (Photometrics, Tucson, AZ; filtres pour GFP : 

excitation 460-500 nm, émission 510-660 nm; pour CherryFP : excitation 525-555 

nm, émission 600-660 nm). L’objectif utilisé était le 100x oil UPlanApo (Olympus).  

 

2.4 Cytométrie en flux (FACS) 

Des cellules traitées des mêmes façons qu’en microscopie ont été détachées des 

pétris à l’aide du Cell Dissociation Buffer (Life Technologies). Ensuite, elles ont 

étés centrifugées (30 secondes, 15,000 g) puis resuspendues dans du PBS avant 

d’être analysées en FACS à l’aide du BD SORP LSR II cell analyzer (BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ; fluorescence verte ou rouge). Les résultats ont 

étés analysés à l’aide du logiciel BD FACS DIVA. 

 

2.5 Détermination de l’affinité des peptides et de EGFP-S4P1 pour B1R 

L’affinité des peptides S1P1, S2P2, S3P1 et S3P2 fut déterminée à l’aide d’un 

essai de compétition. Une concentration fixe de [3H]Lys-des-Arg9BK fut ajoutée à 

chacun des puits d’une plaque 24 puits contenant des cellules HEK293a exprimant 

transitoirement le récepteur B1R-FLAG. Par la suite des concentrations croissantes 

de chacun des peptides et de la protéine de fusion furent ajoutées à chaque puits. 

L’essai de compétition s’est déroulé de la manière décrite par Bawolak (Bawolak et 

coll., 2007). À partir des résultats, exprimés en % de la liaison maximale, il fut 

possible de tracer des courbes de compétition et à partir de ceux-ci de déterminer 

l’IC50 de chaque compétiteur. L’IC50 est proportionnelle à l’affinité et nous 

renseigne sur la capacité de chaque peptides ou protéine de fusion à lier le 

récepteur B1. 

 

2.6 Analyse statistique 

Les valeurs numériques sont rapportées en tant que moyenne ± l’écart-type. Les 

groupes de valeurs qui ne suivent pas une distribution normale ont été analysés à 
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l’aide du test de Kruskall-Wallis suivit d’un test de comparaison multiple (Dunn). 

Les groupes de valeurs distribués normalement ont été comparés par une ANOVA 

suivit d’un test de comparaison multiple (Tukey-Kramer ou Dunnett’s si les valeurs 

sont comparées à un groupe contrôle commun). Ces tests ont été effectués à 

l’aide du programme InStat 3.05 (Graphpad Software, San Diego, CA). 
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RÉSULTATS 

 

1. Caractérisation de la protéine de fusion agoniste du récepteur PTH1R 

 

La première protéine de fusion à avoir été générée fut PTH(1-34)-EGFP. Il s’agit 

d’une protéine de fusion basée sur l’agoniste PTH(1-34) lié directement à 

l’extrémité N-terminale de la forme sécrétée de la EGFP. Comme mentionné plus 

tôt, cette protéine fut produite en tant que milieu conditionné de cellules HEK293a 

exprimant stablement le transgène et mis en culture durant 4 jours. Pour cette 

protéine de fusion, nous n’avons utilisé aucun spacer entre l’agoniste et la GFP. 

 

1.1 Validation de l’expression de la protéine PTH(1-34)-EGFP 

Les protéines sécrétées dans le MC des cellules transfectées ont été caractérisées 

par immunobuvardage à l’aide d’un anticorps monoclonal anti-GFP (Figure 8). Les 

cellules HEK293a transfectées de manière transitoire avec un vecteur codant pour 

la protéine s-EGFP ont sécrétées la protéine attendue. En effet, dans ce puits, on 

retrouve la présence d’une bande correspondant à la GFP avec un poids 

moléculaire de 27 kDa. Les cellules exprimant stablement la protéine de fusion 

PTH(1-34)-EGFP ont quant à elles sécrétées une protéine contenant de la GFP 

avec un poids moléculaire supérieure à celui de s-EGFP. Cela est cohérent avec la 

présence d’une extension d’environ 4,1 kDa correspondant à la PTH(1-34). La 

culture des cellules transfectées en absence de sérum diminue la quantité de 

protéines de fusion présente dans les MC. Toutes les expériences à venir seront 

donc basées sur des cellules cultivées en présence de 10 % FBS. Les cellules 

productrices de PTH(1-34)-EGFP sont caractérisées par une distribution granulaire 

de la fluorescence, phénomène que l’on remarque aussi chez les cellules 

productrices de s-EGFP (Figure 8, droite). Le MC des cellules exprimant 

stablement la protéine de fusion contenait une moyenne de 1,5 ± 0,3 nM de 

protéine basée sur la GFP. Le MC des cellules exprimant transitoirement s-EGFP 

contenait une moyenne de 1,0 ± 0,1 nM de protéine apparentée à la GFP. 



 

40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Immunobuvardage des milieux conditionnés (10 μL/puits; migration dans 
un gel 10%) de cellules HEK293a exprimant soit s-EGFP (transfection transitoire; 
collecte du MC après 24 h) ou PTH(1-34)-EGFP (transfection stable; collecte après 
4 jours de culture). Les milieux conditionnés ont été produits en présence ou en 
absence de sérum de veau fœtal 10 % comme mentionné. 
À droite : Champ de microscopie à fluorescence d’une cellule exprimant 
stablement la protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP (400x). 
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Ces résultats ont été obtenus à l’aide d’un ELISA pour la GFP et sont 

représentatifs du dosage de trois MC distincts dans les deux cas. Toujours à l’aide 

de cet ELISA, il a été déterminé que le MC de cellules non transfectées ne 

contenait pas de GFP. 

 

1.2 Caractérisation de l’activité agoniste de PTH(1-34)-EGFP 

L’étape suivante de la caractérisation de PTH(1-34)-EGFP fut de vérifier si la 

protéine de fusion conservait les propriétés agonistes du peptide PTH(1-34). 

L’induction de l’expression du facteur de transcription c-Fos est une réponse 

cellulaire commune à l’activation de nombreux récepteurs (Syme et coll., 2005). 

Chez des cellules HEK293a exprimant transitoirement le récepteur PTH1R, la 

stimulation avec le peptide synthétique PTH(1-34) (100 nM) induit une forte 

expression de cette protéine nucléaire (Figure 9). L’induction de c-Fos est 

détectable après 1 h et après 3 h, mais ne l’est plus après 12 h de stimulation. La 

diversité observable des poids moléculaires de c-Fos est compatible avec la 

présence de multiples événements de phosphorylation (Glauser et Schlegel, 

2007). Le MC de cellules productrices de PTH(1-34)-EGFP a conservé une 

fraction de l’activité de l’agoniste synthétique. En effet, la protéine de fusion a aussi 

atteint son effet maximal après une stimulation de 3 h. Le MC de cellules 

productrices de s-EGFP n’a pas stimulé l’induction de c-Fos de manière 

significative. L’activité agoniste de la protéine de fusion a aussi été évaluée à l’aide 

du gène rapporteur CRE-CherryFP. Dans ce système, lorsqu’il y aura production 

d’AMPC, celui-ci liera le cAMP Response Element (CRE) et induira l’expression de 

la protéine CherryFP. Puisqu’il a été rapporté que la PTH stimule la production 

d’AMPC (Kousteni et Bilezikian, 2008), ce système est idéal pour valider l’activité 

agoniste de notre protéine de fusion. PTH(1-34) (100 nM), PTH(1-34)-EGFP et la 

forskoline ont stimulées l’expression de la protéine fluorescente rouge au dessus 

du seuil d’autofluorescence de manière significative chez des cellules HEK293a 

exprimant le récepteur PTH1R (Figure 10). 
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Figure 9. Induction de l’expression du facteur de transcription c-Fos dans des 
cellules HEK293a exprimant ou non PTH1R en réponse à des traitements avec les 
MC (MC PTH(1-34)-EGFP ou MC s-EGFP) ou PTH(1-34) synthétique. Les 
résultats sont représentatifs de deux expériences. Les histogrammes représentent 
l’intensité du signal généré par la détection de c-Fos. L’immunobuvardage de la β-
actine a permis de vérifier qu’il y avait eu un chargement égal des puits (25 
μg/puits).  
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Figure 10. Expression de la protéine CherryFP chez des cellules co-transfectées 
avec des vecteurs codant pour PTH1R et CRE-CherryFP (protéine CherryFP sous 
le contrôle de l’élément de réponse de l’AMPC). Les cellules ont été stimulées tel 
qu’indiqué et ce pour une période de 6 heures. Les histogrammes de gauche 
représentent la proportion de cellules exprimant une fluorescence verte au-dessus 
du seuil d’autofluorescence. Ceux de droite représentent la proportion de cellules 
exprimant une fluorescence rouge au-dessus du seuil d’autofluorescence par 
rapport à la fluorescence du contrôle. Résultats représentatifs de 5-6 expériences 
et basés sur l’analyse de 10 000 cellules. Le pourcentage de cellules exprimant 
une fluorescence verte au-dessus du seuil d’autofluorescence était significatif 
seulement chez les cellules traitées avec la protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP 
(Kruskal-Wallis test P <0,01; test de comparaison multiple de Dunn vs. contrôle : 
*P<0,01). Pour ce qui est de la fluorescence rouge, le test de Kruskal-Wallis a 
indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P=0,002). *P < 0.05 and **P < 0.01 
vs. contrôle (Test de comparaison multiple de Dunn). 
À gauche : Champs de microscopie montrant la distribution uniforme de CherryFP 
dans le cytosol et la distribution granulaire de PTH(1-34)-EGFP. 
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La forskoline est un activateur direct de l’adénylate cyclase et a été utilisée comme 

témoin positif. Le MC s-EGFP n’a pas stimulé la production d’AMPC. Dans cette 

expérience, la longue période de stimulation a permis d’observer l’accumulation de 

fluorescence verte dans les cellules traitées avec PTH(1-34)-EGFP. Seules les 

cellules traitées avec cette protéine de fusion et exprimant le récepteur PTH1R ont 

été associées avec la présence d’une fluorescence verte intracellulaire au dessus 

du seuil d’autofluorescence. 

 

1.3 Internalisation de la protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP par PTH1R 

La capacité de PTH(1-34)-EGFP à causer l’internalisation du récepteur PTH1 

R suite à sa stimulation a été évaluée davantage. Les MC ont été transférés sur 

des cellules exprimant transitoirement le récepteur PTH1R et la protéine CherryFP 

et ce pour une période d’incubation de 30 minutes à 37 ˚C (Figure 11). Les cellules 

ont été co-transfectées avec la protéine cytosolique CherryFP afin de faciliter la 

détection des cellules ayant été efficacement transfectées. Suite à l’incubation de 

ces cellules avec le MC PTH(1-34)-EGFP, la présence d’une fluorescence verte 

intense et granulaire a été détectée. La distribution granulaire de la fluorescence 

est cohérente avec la localisation endosomale du récepteur suite à son 

internalisation. L’internalisation de la protéine de fusion a été détectée uniquement 

lorsque les cellules exprimaient le récepteur. Le MC s-EGFP n’a pas marquée les 

cellules de manière significative tant en présence qu’en absence du récepteur. À 

l’aide de Ultra-15 Centrifugal Filter Units, il a été possible de dessaler et de 

concentrer 50 fois les milieux conditionnés. Le milieu conditionné concentré (MCC) 

PTH(1-34)-EGFP a marqué des cellules HEK293a exprimant le PTH1R d’une 

manière concentration dépendante (Figure 12). En revanche, le MCC s-EGFP était 

inefficace pour la détection de cellules exprimant le récepteur PTH1R. 

Habituellement, pour déterminer la spécificité d’un ligand pour son récepteur, on 

compétitionne la liaison de celui-ci avec un excès d’un antagoniste spécifique. 

Toutefois, la non-disponibilité d’un antagoniste non-peptidique fiable pour le 

récepteur PTH1R, nous a forcé à trouver une autre solution. 
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Figure 11. Endocytose de la protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP par des cellules 
HEK293a exprimant transitoirement CherryFP et de manière optionnelle, le 
récepteur PTH1R. s-EGFP a été utilisée comme contrôle dans cette expérience. Le 
MC non-dilué a été incubé avec les cellules pour une période de 30 minutes à 37 
˚C. Après l’incubation les cellules ont été observées à 1000x en fluorescence 
rouge et verte.  
À droite : Le nombre de structure intracellulaire verte «specs» par cellules. Le test 
de Kruskal-Wallis a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P<0,001). Les 
effets de la présence du récepteur ont été évalués à l’aide du test de comparaison 
multiple de Dunn et ce pour chaque MC. *P < 0.001. 
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Figure 12.  (A) Proportion de cellules HEK293a exprimant le récepteur PTH1R 
marquées de manière spécifique par le MC concentré PTH(1-34)-EGFP. Résultats 
exprimés en % de cellules au-dessus du seuil de fluorescence en fonction de la 
concentration de la protéine de fusion. Représentatifs de 1-4 expériences. 
 (B) Compétition de l’endocytose de PTH(1-34)-EGFP par le peptide synthétique 
PTH(1-34) dans des cellules HEK293a exprimant le récepteur PTH1R). Un test 
ANOVA a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P <0,001); *P < 0.01 vs. 
témoin (test de comparaison multiple de Dunnett). 
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Pour confirmer que le PTH1R était bel et bien la cible de notre protéine de fusion, 

nous avons compétitionné son internalisation avec des concentrations croissantes 

de PTH(1-34) synthétique. La co-incubation (30 minutes, 37 ˚C) de cellules 

exprimant transitoirement le PTH1R avec la PTH(1-34) et la protéine de fusion 

PTH(1-34)-EGFP (50 µL MCC) a confirmé la spécificité de cette dernière. En effet, 

la présence de PTH(1-34) synthétique 100 nM a réduit de 90 % la fluorescence 

associée à l’internalisation de PTH(1-34)-EGFP. 

 

1.4 Étude de colocalisation de la protéine de fusion avec des marqueurs du 

système endosomal 

 La construction Rab5-GTP-Locked-CherryFP est reconnue pour sa capacité à former 

des endosomes géants dans lesquels les cargos internalisés arrêtent leur 

progression (Stenmark et coll., 1994). Il s’agit d’une version constitutivement active 

de la petite protéine G Rab5, protéine impliquée dans la migration des endosomes 

précoces. Des cellules co-transfectées avec Rab5-GTP-Locked-CherryFP et PTH1R ont 

été stimulées (30 minutes, 37 ˚C) avec le MC PTH(1-34)-EGFP (Figure 13A). 

L’inclusion de la fluorescence verte dans les endosomes à paroi rouge a permis de 

confirmer que la protéine de fusion suit une voie classique d’endocytose, conforme 

aux données présentes dans la littérature sur le PTH1R. La petite protéine G Rab7 

est généralement associée aux endosomes tardifs ou aux lysosomes (Grosshans 

et coll., 2006). Aucune colocalisation n’a été observée entre Rab7-CherryFP et 

PTH(1-34)-EGFP après une incubation de 3 heures (Figure 13B). Toutefois, après 

6 heures d’incubation, la colocalisation entre Rab7-cherryFP et PTH(1-34)-EGFP 

était significative chez les cellules exprimant transitoirement le récepteur PTH1R. 

Ceci suggère que la protéine de fusion agoniste progresse lentement des 

endosomes précoces vers les endosomes tardifs ou les lysosomes.  
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Figure 13.  Études de colocalisation sur des cellules HEK293a co-exprimant le 
récepteur PTH1R et une construction formée d’une protéine Rab fusionnée à 
CherryFP. 
(A) Colocalisation basée sur Rab5-GTPlocked-CherryFP. Les cellules ont été stimulées 
30 minutes avec la PTH(1-34)-EGFP.  
(B) Colocalisation basée sur Rab7-CherryFP. La colocalisation est rare après 3 
heures d’incubation mais est nettement plus présente après 6 heures (flèches). 
Observation à 1000x 
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2. Caractérisation de la protéine de fusion agoniste du récepteur B2R 

 

Deux protéines de fusions différentes ont été générées comme ligands potentiels 

du récepteur B2R. Toutes deux sont basées sur la maximakinine (MK), un peptide 

retrouvé dans la peau du crapaud chinois Bombina maxima. Ce peptide est 

composé de la séquence complète de la bradykinine avec une extension 

hydrophile C-terminale de 10 acides aminés (DLPKINRKGPRPPGFSPFR). Ce 

peptide possède une affinité entre 8 et 12 fois inférieure à celle de la BK pour le 

récepteur B2R (Bawolak et coll., 2012) mais porte l’espoir d’un spacer 

naturellement sélectionné. La première protéine de fusion générée fut s-EGFP-MK, 

basée sur la forme sécrétée de la GFP. La seconde, nommée EGFP-MK, est la 

forme non sécrétée, donc cytosolique,  de la première. 

 

2.1 Validation de l’expression des protéines de fusion s-EGFP-MK et EGFP-MK 

La protéine de fusion s-EGFP-MK a été détectée dans le MC de cellules 

productrices à l’aide d’un immunobuvardage basé sur un anticorps monoclonal 

anti-GFP. La protéine de fusion possède un poids supérieur à la forme sécrétée de 

la GFP, s-EGFP (Figure 14B). Cela est cohérent avec la présence de la MK, une 

extension correspondant à un poids moléculaires de 2,2 kDa. Les cellules 

productrices de s-EGFP-MK sont caractérisées par une distribution granulaire de 

la fluorescence, phénomène comparable à ce qui a été observé pour PTH(1-34)-

EGFP (Figure 14A). Toutefois, une évaluation pharmacologique du milieu 

conditionnée de HEK293a exprimant stablement la protéine de fusion (96 heures 

de culture avant la récolte) n’a pas permis de détecter un effet agoniste au niveau 

du récepteur B2 (non montré). Donc, la forme non sécrétée de s-EGFP-MK, EGFP-

MK, a été utilisée pour le reste des expériences. Les cellules transfectées 

transitoirement avec ce vecteur étaient caractérisées par une fluorescence verte 

cytosolique diffuse (Figure 14C). Ces cellules, une fois rincée au PBS, gelées 

pendant deux heures puis dégelées, étaient la source d’un lysat cellulaire 

contenant la protéine de fusion.  
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Figure 14. Production des protéines codées par les vecteurs sEGFP-MK et EGFP-
MK. Les cellules HEK293a transfectées avec le premier vecteur sont caractérisées 
par une distribution granulaire de la fluorescence alors que la transfection avec le 
second vecteur produit une distribution uniforme de la fluorescence au niveau 
cytosolique. Immunobuvardage de la protéine de fusion s-EGFP-MK (B) ou de la 
protéine de fusion EGFP-MK (D) à l’aide d’un anticorps anti-GFP. À titre 
comparatif, les formes sécrétées ou cytosoliques de la GFP ont aussi été 
détectées par immunobuvardage. L’extension MK génère une augmentation du 
poids moléculaire vs. les protéines GFP natives. 
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Un immunobuvardage d’une telle préparation révèle la présence d’une protéine 

reliée à la GFP avec un poids moléculaire ≈ 30 kDa (Figure 14D). Cela est 

cohérent avec la présence de l’extension MK . En effet, la protéine de fusion était à 

mi-chemin entre la protéine EGFP-C3 (34 kDa; extension C-terminale prévue pour 

le clonage) et EGFP-N3 (27 kDa; extension N-terminale n’affectant pas la protéine 

finale). Le fait que tant EGFP-MK que EGFP-C3 soient détectés avec le bon poids 

moléculaire est cohérent avec la très grande stabilité de la GPF dans les cellules 

de mammifères (Corish et Tyler-Smith; 1999). Après une standardisation des 

lysats, la concentration en GFP fut déterminée à l’aide d’un ELISA anti-GFP. En 

moyenne, la concentration du lysat EGFP-MK contenait 1,67 µM de GFP et celui 

de EGFP-C3 en contenait 30 nM. Bien que les concentrations en GFP varient 

grandement entre les deux lysats, le lysat de cellules transfectées avec EGFP-C3 

a été utilisé comme témoin dans la majorité des expériences. Il est représentatif du 

lysat de cellules HEK293a afin d’exclure toute activité pharmacologique provenant 

du cytosol. 

 

2.2 Caractérisation des propriétés agonistes de EGFP-MK 

Ensuite, les propriétés agonistes de la construction EGFP-MK ont été étudiées au 

moyen d’un immunobuvardage anti-c-Fos. L’induction de l’expression de c-Fos est 

aussi un évènement distal de signalisation résultant de la stimulation du récepteur 

B2 par un agoniste (Bawolak et coll., 2011). Le traitement de cellules HEK293a 

exprimant transitoirement le récepteur myc-B2R avec de la BK induit l’expression 

du facteur de transcription avec une réponse maximale après 1 heure (Figure 15). 

L’induction de c-Fos demeure toutefois détectable après 3 heures. EGFP-MK 

(concentration finale de 12,6 nM) induit l’expression de c-Fos après 1 ou 3 heures 

de stimulation. L’antagoniste non-peptidique anatibant a inhibé les effets agonistes 

de EGFP-MK. Le lysat de cellules HEK293a ont été inefficace dans l’induction de 

l’expression de c-Fos. 
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Figure 15. Induction de c-Fos dans des cellules HEK293a non transfectées ou 
exprimant le récepteur myc-B2R en réponse au traitement avec EGFP-MK 
(concentration finale 12,6 nM) ou avec le lysat de cellules HEK293a. Les résultats 
sont représentatifs de 2-3 expériences. Présentation similaire à la Figure 9. 
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Figure 16.  Études de microscopie dans des cellules exprimant arrestine1-
CherryFP et, de manière optionnelle, le récepteur myc-B2R.  Ces cellules ont été 
stimulées pendant 30 minutes avec l’agent indiqué. La protéine de fusion EGFP-
MK a été utilisée à une concentration de 4,2 nM. Seules les cellules exprimant le 
récepteur myc-B2R et stimulées avec EGFP-MK se caractérisent par la présence 
de fluorescence verte intracellulaire au niveau des endosomes. Certains de ces 
endosomes colocalisent avec la construction arrestine1-CherryFP. La stimulation 
par la BK a aussi généré une condensation endosomale de l’arrestine, mais sans 
signal vert. 
À droite : Nombre de structure intracellulaire «specs» par cellules pour le signal 
vert ou rouge. Le nombre entre parenthèse représente le nombre de cellules 
analysées. Le test de Kruskall-Wallis a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes 
tant pour le signal vert que pour le signal rouge (P <0,001). Les effets des 
différents traitements vs. les cellules témoins ont été évalués à l’aide du test de 
comparaison multiple de Dunn. *P < 0.05; **P < 0.001. 
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2.3 Études sur l’internalisation de EGFP-MK via le récepteur B2R 

Des cellules exprimant la construction arrestine1-CherryFP et, de manière 

optionnelle, le récepteur myc-B2R, ont été stimulées (30 minutes, 37˚C) avec les 

lysats (collectés 48 heure post-transfection; dilution 1 :100) (Figure 16). Chez les 

cellules traitées avec EGFP-MK, une intense fluorescence verte distribuée dans 

des endosomes était observable. De plus, la stimulation de ces cellules par la 

protéine de fusion a causé une condensation de l’arrestine1 au niveau des 

endosomes. L’arrestine est une protéine cytosolique qui se redistribue au niveau 

des endosomes lorsque certains GPCRs, dont le B2R, sont stimulés. En effet, la 

stimulation avec de la BK a causé une condensation de l’arrestine sans toutefois 

qu’il y ait de fluorescence verte détectable comme c’est le cas avec EGFP-MK. La 

protéine de fusion a colocalisée avec l’arrestine, prouvant que EGFP-MK est 

internalisée par une voie classique propre au récepteur B2R. Le lysat témoin n’a eu 

aucun effet. Le pré-traitement des cellules avec un antagoniste, l’anatibant, a 

inhibé tant l’internalisation de EGFP-MK que la condensation de l’arrestine. Des 

cellules HEK293a non transfectées ou exprimant transitoirement le récepteur myc-

B2R ont été stimulées avec le lysat EGFP-MK (30 minutes, 37 ˚C) puis analysées 

en cytométrie de flux (Figure 17A). Cette approche quantitative a permis de 

confirmer que seules les cellules exprimant le récepteur myc-B2R et étant 

stimulées par EGFP-MK étaient caractérisées par une fluorescence verte au 

dessus du seuil d’autofluorescence. La protéine de fusion a démontrée une 

puissance d’ordre nanomolaire du même ordre de grandeur que celle du peptide 

MK (Bawolak et coll., 2012). Cette conclusion est basée sur les concentrations de 

EGFP-MK calculée à l’aide de l’ELISA anti-GFP. La spécificité de EGFP-MK pour 

le récepteur B2 a été testée en vérifiant si la protéine de fusion était capable de lier 

d’autres cibles du système kinines-kallikérine (Figure 17B). Des cellules HEK293a 

exprimant le récepteur B1 recombinant (vecteur hB1R-FLAG; Morissette et coll., 

2008) ou la forme recombinante de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 

(vecteur peACE; Wei et coll., 1991) ont été incapable de lier EGFP-MK.  
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Figure 17. (A) Analyse en cytométrie en flux de cellules HEK293a exprimant 
optionnellement le récepteur myc-B2R. Ces cellules ont été mises en suspension 
puis traitées pendant 30 minutes à 37 ˚C avec EGFP-MK. 
(B) Vérification de la sélectivité du marquage par EGFP-MK (4,2 nM, 30 minutes, 
37˚C). La protéine de fusion a marqué de manière spécifique les cellules exprimant 
le récepteur B2R de lapin sans toutefois marquer celles exprimant soit le récepteur 
B1 ou l’enzyme de conversion de l’angiotensine. Observation effectuée à 1000x. 
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L’ACE n’est pas un GPCR mais représente tout de même un site de liaison 

spécifique pour la BK à la surface des cellules (Gera et coll., 2011). La liaison de la 

protéine de fusion à wt rbB2R a servi de témoin positif dans cette expérience. 

 

2.4 Étude de colocalisation de la protéine de fusion avec des marqueurs du 

système endosomal 

Des cellules HEK293a exprimant le récepteur myc-B2R et la construction 

Rab5GTPLocked-CherryFP ont été traitées (30 minutes, 37 ˚C) avec le lysat de 

cellules productrices de EFGP-MK (Figure 18A). La protéine de fusion s’est 

retrouvée séquestrée dans des endosomes géants caractéristiques de la 

construction Rab5 constitutivement active. La protéine de haut poids moléculaire 

est donc internalisée par un mécanisme récepteur dépendant impliquant la 

protéine Rab5 conformément à ce qui est rapporté dans la littérature au sujet de ce 

récepteur (Charest-Morin et coll., 2013). D’autres cellules, exprimant toujours le 

myc-B2R ainsi que la construction Rab7-CherryFP, ont à leur tour été stimulée par 

EGFP-MK (3-6 heures, 37 ˚C) (Figure 18B). La colocalisation de la protéine de 

fusion avec la construction Rabb7-CherryFP après 6 h de stimulation suggère une 

progression de l’agoniste fluorescent vers les endosomes tardifs et les lysosomes.  

 

2.5 Vérification de la spécificité des protéines de fusion EGFP-MK et PTH(1-34)-

EGFP 

Des expériences supplémentaires, rapportées dans la Figure 19, ont démontré 

l’absence d’internalisation non spécifique de l’une ou l’autre protéine de fusion 

(PTH(1-34)-EGFP ou EGFP-MK). Cela a été prouvé en stimulant des cellules 

exprimant le récepteur non correspondant avec la protéine de fusion en plus de les 

co-stimuler avec l’agoniste de ce récepteur. C'est-à-dire que EGFP-MK n’est pas 

internalisée lorsque le récepteur PTH1R est stimulé par la PTH(1-34) synthétique. 

Cela veut aussi dire que PTH(1-34)-EGFP n’est pas internalisée lorsque myc-B2R 

est stimulé par la BK.  
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Figure 18. Études de colocalisation sur des cellules HEK293a co-exprimant le 
récepteur myc-B2R et une construction formée d’une protéine Rab fusionnée à 
CherryFP. 
(A) Colocalisation basée sur Rab5-GTPlocked-CherryFP. Les cellules ont été stimulées 
pendant 30 min avec le lysat de cellules exprimant EGFP-MK ou EGFP-C3. 
(B) Colocalisation basée sur Rab7-CherryFP. La colocalisation est rare après 3 
heures d’incubation mais est nettement plus présente après 6 heures (flèches). 
Observation à 1000x. 
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Figure 19. Absence d’internalisation des protéines de fusion fluorescentes par des 
cellules exprimant le récepteur non correspondant. Des cellules HEK293a 
exprimant le récepteur indiqué ont été stimulées pendant 30 minutes avec PTH(1-
34)-EGFP, EGFP-MK ou le peptide correspondant non fluorescent (PTH(1-34) ou 
BK). 
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Cela confirme la spécificité des deux protéines de fusion et exclut la possibilité que 

l’internalisation soit non spécifique. L’internalisation non-spécifique fait référence à 

la pinocytose, à l’endocytose résultante de la présence résiduelle de réactif de 

transfection ou à l’internalisation de peptides «cell-penetrating». 

 

3. Conception et caractérisation des protéines de fusions ligand du récepteur 

B1  de la BK 

 

Pour la conception d’un ligand pour le récepteur B1 de la BK, une approche plus 

méthodique a été utilisée. Six protéines de fusion potentiellement ligand du B1R 

ont été générées et évaluées pharmacologiquement (Figure 7). Ces protéines de 

fusions sont constituées de trois domaines. Le domaine GFP N-terminal, un spacer 

et un peptide ligand du B1R. Deux peptides et quatre spacers ont été évalués. Les 

deux peptides sont soit la des-Arg9BK (P1) ou la [Leu8]des-Arg9BK (P2). Le 

premier spacer (S1) est composé de l’extension hydrophile de la maximakinine 

(DLPKINRKGP). Le spacer S2 est lui aussi basé sur l’extension de la MK mais 

avec l’insertion un résidu lysine en C-terminal (DLPKINRKGPK). Les spacers S3 et 

S4 sont d’une toute autre nature. Il s’agit de plusieurs répétitions d’un dimère 

formé des résidus asparagine et glycine (NGn) avec un résidu lysine en C-terminal. 

Le spacer S3 en compte 5 ((NG)5K) alors que le S4 en compte 15 ((NG)15K).  

 

3.1 Affinité pour le B1R des peptides candidats pour la génération de la protéine de 

fusion ligand du B1R 

La première étape, fut de déterminer qu’elle était la meilleure combinaison spacer-

peptide (SxPy); c'est-à-dire quelle combinaison avait la meilleure affinité pour le 

récepteur B1R (Figure 19). Pour ce faire, un essai de compétition de liaison basé 

sur le récepteur recombinant B1R-FLAG et son ligand radioactif [3H]Lys-des-

Arg9BK a été utilisé. La forme non-radioactive de la Lys-des-Arg9BK a efficacement 

compétionné sa forme tritiée (IC50 = 0,99 nM).  
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Figure 20. Compétition de la liaison de [3H] Lys-des-Arg9BK (1 nM) au récepteur 
B1R-FLAG par différents peptides synthétiques (vérification de l’affinité de ces 
peptides afin de déterminer la meilleure combinaison pour la conception d’une 
protéine de fusion ligand du B1R). Les résultats sont exprimés en pourcentage de 
la liaison maximale. L’affinité des différents peptides est rapportée dans la section 
résultats. Résultats représentatifs de 3 expériences. 
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Les 4 peptides synthétiques prolongés en N-terminale sont caractérisés par des 

affinités variables. Le peptide S1P1 possédait une très faible affinité pour le 

récepteur (IC50 8,24 µM). L’ajout d’un résidu lysine en C-terminal de S1 (S2) a 

significativement augmenté l’affinité du peptide (S2P1 IC50 97 nM). Toutefois, le 

meilleur compétiteur a été le peptide S3P1, avec un IC50 de 72 nM. La version 

antagoniste de ce peptide a cependant une affinité 8,6 fois plus faible pour le 

récepteur B1 (S3P2 : IC50 622 nM). Cette perte d’affinité est cohérente avec 

l’affinité pour le B1R 4,8 fois inférieure de Lys[Leu8]des-Arg9BK par rapport à Lys-

des-Arg9BK (Bastian et coll., 1997). La combinaison du spacer NG et du peptide 

agoniste semble être la plus prometteuse.  

 

3.2 Validation de l’expression des différentes protéines de fusion ligand du 

récepteur B1R 

Suite à leur production, par la transfection transitoire de cellules HEK293a avec les 

vecteurs appropriés, les protéines de fusion présentes dans les différents lysats 

ont été identifiées par immunobuvardage grâce à un anticorps anti-GFP (1 µL de 

lysat par puits; migration dans gel 9 %) (Figure 20). La bande supérieure 

représente la protéine de fusion. Le poids moléculaire de chaque construction a pu 

être évalué grâce à cette technique et cela a permis de confirmer l’identité de 

chacune. En effet, le poids moléculaire des protéines de fusion a varié de manière 

cohérente avec la combinaison spacer-peptide de chacune. Les lysats de ces 

cellules ont tous été dosés à l’aide d’un ELISA anti-GFP et les concentrations sont 

relativement constante (7,4-16 µM).  

 

3.3 Évaluation en microscopie des différentes protéines de fusion ligand du 

récepteur B1R 

Le lysat de cellules transfectées avec l’un ou l’autre des six vecteurs codant pour 

l’une des protéines identifiées dans la Figure 7 a été introduit dans le milieu de 

cellules HEK293a exprimant transitoirement le récepteur B1R-FLAG (Figure 20). 

La forme des-Arg de la MK a échoué dans le marquage des cellules.  
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Figure 21. Propriétés des protéines de fusion ligand du récepteur B1R. 
(A) Immunobuvardage des lysats de cellules HEK293a exprimant transitoirement 
les protéines de fusion (1 µL lysat/puits; migration dans un gel 9%) ou EGFP-N1 
(GFP authentique, 27 kDa, 10 µL lysat). Pour chaque piste, la bande supérieure 
principale est la bande correspondant au ligand GFP. Le poids observé des 
différentes protéines de fusion est cohérent avec la taille de l’insert ( S1P1 : 2,02 
kDa; S1P2 : 1,99 kDa; S2-P1: 2.15 kDa; S2-P2: 2.12 kDa; S3-P1: 1.89 kDa; S3-
P2: 1.85 kDa; S4-P1: 3.79 kDa) 
(B) Compétition de la liaison de [3H] Lys-des-Arg9BK (1 nM) au récepteur B1R-
FLAG par des concentrations croissantes de EGFP-S4P1. EGFP-S4P1 est la 
construction la plus puissante avec une affinité seulement 7,5 fois inférieure à Lys-
des-Arg9-BK, le meilleur ligand du récepteur B1. Présentation des résultats 
similaire à la Figure 19.  
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EGFP-S1-P1 
(EGFP-maximakinin-des-Arg) 

 HEK 293a expressing hB1R-FLAG 
treated 30 min with lysate (1:40 or *1:100) 

EGFP-S2-P1 EGFP-S2-P2 

EGFP-S3-P1* EGFP-S3-P2* 

362 nM 294 nM 
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Figure 22. Test pour le marquage des membranes de cellules HEK293a exprimant 
transitoirement le récepteur B1R-FLAG par les protéines de fusion ligand du 
récepteur B1. Les cellules ont été stimulées avec les protéines de fusion pour 30 
minutes à 37 ˚C. La concentration finale est indiquée dans le coin supérieur droit 
de chaque champ (concentration calculée à partir d’un ELISA GFP). Observation à 
1000x.  
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Toutefois, l’insertion d’un résidu lysine entre le spacer et le peptide résulte dans la 

génération d’une protéine de fusion de très faible affinité pour le récepteur B1R. En 

effet, un marquage très faible, mais visible, des cellules exprimant ce récepteur a 

été détecté lorsque celles-ci ont été stimulées par EGFP-S2P1. Le remplacement 

du spacer d’origine amphibienne par celui basé sur le dimère asparagine-glycine 

(EGFP-S3P1) cause un marquage intense des membranes plasmatiques des 

cellules exprimant le B1R. En effet, dans le cas d’un agoniste du B1R, la 

fluorescence est membranaire alors qu’un agoniste B2R comme EGFP-MK se 

redistribue au niveau endosomal. Le traitement des cellules avec l’une ou l’autre 

des constructions antagonistes (EGFP-S2P2 et EGFP-S3P2) n’a pas marqué les 

cellules. Cela est cohérent avec la perte d’affinité importante des peptides basés 

sur la version antagoniste constatée par les essais de compétition. La protéine de 

fusion basée sur un très long spacer (EGFP-S4P1; 15 répétitions du NG spacer) a 

généré le plus fort marquage des cellules et ce à la plus faible concentration. 

 

3.4 Évaluation de la spécificité de la protéine de fusion EGFP-S4P1 pour le 

récepteur B1R 

Le profil pharmacologique de la protéine de fusion EGFP-S4P1 a été étudiée 

davantage. Des cellules HEK293a exprimant le récepteur B1R-FLAG ont subies un 

prétraitement avec un antagoniste non peptidique spécifique au B1R, le compound 

11 (Morissette et coll., 2004). Cet antagoniste, utilisé à une concentration de 100 

nM, a complètement inhibé le marquage membranaire causé par EGFP-S4P1. De 

plus, la protéine de fusion ne se lie pas aux cellules n’exprimant pas le B1R. La 

spécificité de EGFP-S4P1 pour le B1R a été évaluée en vérifiant si cette protéine 

de fusion avait la capacité de se lier à d’autres cibles du système kinine-kallikréine. 

Des cellules transfectées soit avec la construction B2R-CherryFP ou la 

construction ACE-CherryFP, n’ont pas été marquées par EGFP-S4P1. La 

présence du récepteur et de l’enzyme a été vérifiée par la présence d’une intense 

fluorescence rouge membranaire. 
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Figure 23. Caractérisation de la liaison de EGFP-S4P1 à différentes cibles 
moléculaires reliées au système kinine-kallikréine.  
Haut : Compétition de la liaison de EGFP-S4P1 par le compound 11, un 
antagoniste non-peptidique du récepteur B1. 
Milieu : Absence de liaison de la protéine de fusion à des cellules exprimant 
transitoirement le récepteur B2R-CherryFP.  
Bas : Absence de la liaison de EGFP-S4P1 à des cellules exprimant 
transitoirement la forme membranaire de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 
(ACE-CherryFP). La fusion de la protéine CherryFP à l’ACE ou au récepteur B2 
permet la confirmation visuelle de l’expression de ces deux protéines au niveau 
membranaire. 
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Étant donné le caractère prometteur de EGFP-S4P1, celle construction a été 

étudiée davantage. En effet, l’affinité de la protéine de fusion a été évaluée à l’aide 

d’un essai de compétition de liaison (Figure 20B). Cela a permis de déterminer que 

la protéine de fusion EGFP-S4P1 est seulement 7,5 fois moins puissante que la 

Lys-des-Arg9BK pour déplacer la forme tritiée de l’agoniste optimal du B1R (Lys-

des-Arg9BK). Cela indique que EGFP-S4P1 possède une affinité nanomolaire pour 

le récepteur B1R.  
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DISCUSSION 
 

Il a été démontré que les peptides ligands des récepteurs couplés aux protéines G 

de classe II peuvent être prolongés au niveau de leur extrémité C-terminale sans 

que cela ne les empêche d’activer leur cible (Fortin et coll., 2009). Nous avons 

donc émis l’hypothèse qu’une protéine de fusion basée sur la GFP et comprenant 

la séquence de la PTH(1-34) à son extrémité N-terminale serait un agoniste du 

récepteur PTH1R. En effet, selon notre hypothèse, cette protéine de fusion 

activerait le récepteur et serait internalisée par un mécanisme dépendant de 

l’endocytose de PTH1R. Ces prévisions ont été largement confirmées à l’aide de la 

protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP. La protéine de 31 kDa est capable de 

stimuler le récepteur PTH1R, phénomène vérifié par l’induction de c-Fos et par la 

production d’AMPC, en plus d’être internalisée dans des structures endosomales 

uniquement chez les cellules exprimant le récepteur approprié. Les effets de 

PTH(1-34)-EGFP sont spécifiques et dépendent de la présence du récepteur 

PTH1R. La protéine s-EGFP était inefficace pour la stimulation du récepteur tant 

pour l’induction de c-Fos que pour la production d’AMPC et celle-ci n’était pas 

internalisée par le récepteur PTH1R ni par aucun autre mécanisme. Ces résultats 

ont été obtenus malgré de nombreuses contraintes techniques. Ces contraintes 

étaient dues au système d’expression de la protéine de fusion. En effet, les milieux 

conditionnés issus des cellules productrices utilisées pour les expériences ne 

contenaient la protéine de fusion qu’en concentration nanomolaire. Même en 

utilisant les milieux conditionnés concentrés et dessalés, il était impossible de 

saturer la capture de la protéine de fusion. Le peptide PTH(1-34) est rapidement 

dégradé en présence de sérum (Seibel et coll., 1996), mais cela ne semble pas 

être le cas de la protéine de fusion PTH(1-34)-EGFP. En effet, la protéine de 

fusion retrouvée dans le milieu conditionné génère une bande uniforme dans une 

expérience d’immunobuvardage basée sur un anticorps anti-GFP. L’affinité de 

PTH(1-34)-EGFP pour le PTH1R peut être estimée à l’aide de l’expérience basée 

sur la compétition de son internalisation par des doses croissantes de PTH(1-34) 

synthétique. L’affinité de la protéine de fusion pour son récepteur semble être du 
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même ordre que le peptide PTH(1-34), un peptide avec un EC50 se situant entre 10 

et 100 nM (Nickols, 1985). PTH(1-34)-EGFP est un agoniste fluorescent du PTH1R 

et peut être utilisé dans des expériences d’imagerie cellulaire. La protéine de 

fusion est internalisée dans des endosomes précoces Rab5 positifs en accord avec 

la littérature sur ce sujet (Cupp et coll., 2013). Toutefois, il a été impossible 

d’étudier la colocalisation entre PTH(1-34)-EGFP et les arrestines. Cela est dû au 

fait que la protéine de fusion était en concentration trop faible et que la 

fluorescence émise n’était pas assez forte pour être détectée. Par la suite, il a été 

possible de détecter la colocalisation de la protéine de fusion avec des endosomes 

tardifs Rab7 positifs. Il semblerait donc que PTH(1-34)-EGFP ait une destin 

différent de son récepteur. Le récepteur PTH1R est rapidement recyclé à la 

membrane plasmique (Zelman-Femiak et coll., 2010) alors que la colocalisation 

avec Rab7 suggère que la protéine de fusion sera dégradée au niveau des 

endosomes. Même 6 heures après le traitement des cellules avec le milieu 

conditionné, la fluorescence reste endosomale et n’est pas relâchée dans le 

cytosol. Des ligands de haut poids moléculaire de quelques GCPR de classe B ont 

été caractérisés par d’autres équipes. Par exemple, des protéines de fusion 

basées sur la séquence des immunoglobulines ainsi que sur celle de la substance 

P ou de la chimiokine CCL19 ont été rapportées dans la littérature (Otero et coll., 

2006; Rizk et coll., 2009). Le récepteur PTH1R est capable d’internaliser des 

cargos de très haut poids moléculaire, bien plus gros que la GFP (27 kDa). En 

effet, la PTH(1-84) prolongée en C-terminal par l’épitope myc (EQKLISEEDL) est 

capable de lier un anticorps anti-myc fluorescent (4A6-AF488) et de le transporter 

à l’intérieur d’une cellule exprimant PTH1R (Charest-Morin et coll., 2014). 

L’internalisation du complexe ligand-anticorps (≈150 kDa) se fait par un 

mécanisme dépendant de l’activation du récepteur par la parathomone. Le 

récepteur PTH1R peut transporter des cargos d’encore plus grandes tailles tels les 

Q-Dots. Les Q-Dots sont des nanomatériaux semi-conducteurs. Donc, des Q-Dots 

directement liés au PTH1R ont été internalisés par un mécanisme récepteur-

dépendant suite à la stimulation de celui-ci par un agoniste approprié (Zelman-

Femiak et coll., 2010). 
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À l’aide du modèle de liaison actuel de la BK à son récepteur, il a été possible de 

générer un agoniste de haut poids moléculaire pour ce récepteur. Le modèle prédit 

que l’extrémité C-terminale de la BK interagit avec le récepteur laissant ainsi le 

domaine N-terminal libre dans le milieu extracellulaire. Cela est cohérent avec le 

fait que la MK posséde une extension N-terminale qui lie et stimule le B2R avec 

une affinité légèrement plus faible que celle de la BK (≈10 fois moins d’affinité; 

Bawolak et coll., 2012). Cela est beaucoup moins drastique que dans le cas des 

analogues de la bradykinine couplés à des fluorophores. Ceux-ci avaient perdu en 

moyenne près de 1000 fois d’affinité pour le B2R comparativement à la BK (Gera 

et coll., 2012). Les résultats actuels suggèrent que l’extension hydrophile de la MK 

représente un spacer approprié entre la BK et un cargo de haut poids moléculaire 

tel la GFP pour la conception de ligands biotechnologique agoniste du récepteur 

B2 de la BK. À l’aide de l’expérience de cytofluorométrie basée sur EGFP-MK, il a 

été possible d’estimer que l’affinité de la protéine de fusion est au moins aussi 

bonne, sinon meilleure, que celle de la MK. Toutefois, le dosage de la protéine de 

fusion s’est fait à l’aide d’un ELISA anti-GFP et peut-être que celui-ci sous-estime 

la concentration de EGFP-MK à cause de son extension N-terminale. La GFP est 

une protéine extrêmement stable dans les cellules de mammifères (Corish et 

Tyler-Smith, 1999) et il semblerait que la protéine de fusion EGFP-MK soit elle 

aussi protégée de la dégradation intracellulaire. Le lysat des cellules transfectées 

avec EGFP-MK contient une protéine de fusion pharmacologiquement active. De 

plus, celle-ci a une masse molaire cohérente avec celle calculée. EGFP-MK n’a 

aucun effet sur les cellules n’exprimant pas le récepteur B2R et les effets de la 

protéine de fusion sont tous inhibés par le prétraitement avec l’antagoniste 

anatibant. Aussi, le fait que la protéine de fusion EGFP-S1P1, basée sur la des-

Arg-MK, ne lit pas le récepteur B1 valorise la construction EGFP-MK, car la perte 

du résidu arginine C-terminal n’engendrerait pas un ligand spécifique à un autre 

récepteur. Tout cela confirme la spécificité de EGFP-MK pour le B2R. La protéine 

de fusion est sélective pour ce récepteur car elle n’a pas interagi avec le récepteur 

B1R ni avec l’enzyme de conversion de l’angiotensine. EGFP-MK est donc une 
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sonde pour les récepteurs B2 supérieure au peptide carboxyfluorescéine-ε-

aminocaproyl-BK. Ce peptide liait tant le récepteur B2R que l’ACE et ce à des 

concentrations similaires (Gera et coll., 2011). EGFP-MK ne lie pas l’ACE car la 

GFP est une protéine de haut poids moléculaire ce qui cause l’exclusion du site 

catalytique de la peptidase pour la protéine de fusion. Il semble surprenant que 

12,6 nM de EGFP-génère une stimulation équivalente à celle de 100 nM de 

bradykinine dans l’expérience de l’induction de c-Fos. Toutefois, cela peut 

s’expliquer assez logiquement. En effet, la résistance à la dégradation de EGFP-

MK par l’ACE et la dégradation extrêmement rapide de la BK dans le milieu de 

culture complet explique ce phénomène. Aussi, la protéine de fusion a un effet 

beaucoup plus durable sur l’induction de c-Fos que la BK comme on peut le voir  

après 3 heures. Cela s’explique par le fait que la MK cause une signalisation 

prolongée comparativement à la BK, car la MK serait résistante à la dégradation 

endosomale (Bawolak et coll., 2012). Tout comme PTH(1-34)-EGFP, EGFP-MK 

est internalisé dans des endosomes Rab5 positifs et migrent vers des endosomes 

Rab7 positifs. La protéine de fusion y sera probablement dégradée lorsque ceux-ci 

fusionneront avec des lysosomes. D’autres ligands du récepteur B2 ont été 

rapportés capables de transporter des cargos de haut poids moléculaire. C’est le 

cas du peptide myc-KGP-B9972, formé de l’agoniste du récepteur B2R résistant à 

la dégradation B9972 et de l’épitope myc (Gera et coll., 2013). Ce peptide est 

capable d’internaliser un anticorps anti-myc couplé à un fluorophore (4A6-Alexa-

Fluor 488). Le récepteur B2R, tout comme le récepteur PTH1R, est capable 

d’internaliser des molécules de très hauts poids moléculaires. Une construction 

myc-B2R a été capable d’internaliser des Q-dots liés à un anticorps anti-myc 

(Bawolak et coll., 2012).  

 

Au cours de nos études sur les protéines de fusion ligand du récepteur B1, nous 

avons conçu et caractérisé 6 protéines de fusions différentes. Nous avons 

commencé par évaluer l’affinité de la combinaison de certains spacers (S; S1-S4) 

et peptides (P; P1 ou P2) pour le récepteur B1R. Cette étude nous a permis de 

confirmer que la lysine en N-terminale de la Lys-BK est essentielle pour que le 
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peptide ait une haute affinité pour son récepteur. De plus l’utilisation de la forme 

antagoniste du peptide (P2) entraîne une perte d’affinité de 10 fois, et il préférable 

de travailler avec la forme agoniste (P1) qui a une meilleure affinité. La protéine de 

fusion du récepteur B2 EGFP-MK, est basée sur le spacer de la maximakinine (S1) 

mais ce spacer ne semble pas convenir pour la génération d’un ligand pour le 

récepteur B1. En effet, même lorsqu’on rajoute la lysine en N-terminal de la 

séquence de la Lys-BK, la protéine de fusion demeure un agoniste de faible affinité 

ne marquant les membranes cellulaire que de manière très faible. C’est pourquoi 

nous nous sommes tournés vers un autre spacer soit le spacer basé sur le dimère 

asparagine-glycine (NG). Nous avons conservé la lysine N-terminale de la Lys-BK 

car, comme démontré plus tôt, celle-ci est essentielle pour la haute affinité du 

ligand. Le spacer S3 est constitué de cinq répétitions du dimère NG et a permis de 

marquer les membranes de cellules exprimant le récepteur B1R de manière 

significative avec des concentrations raisonnables. Cependant, nous croyions que 

l’encombrement stérique entre la GFP et le récepteur était un obstacle majeur 

dans l’obtention d’un ligand de haute affinité et c’est pourquoi nous avons généré 

une protéine de fusion avec un spacer 3 fois plus long (n=15). La protéine EGFP-

S4P1 s’est révélée être un agoniste de haut poids moléculaire avec une affinité 

nanomolaire pour le récepteur B1 de la bradykinine. En effet, l’essai de compétition 

de liaison a permis d’évaluer l’affinité de la construction. L’IC50 de la protéine de 

fusion est seulement 7,5 fois inférieur à celui de la Lys-des-Arg9BK dans cet essai. 

Puisque les IC50 sont proportionnels à l’affinité, il est possible d’estimer l’affinité de 

EGFP-S4P1. Si la Lys-des-Arg9BK a une affinité d’environ 0,2 nM, celle de EGFP-

S4P1 se situe autour de 1,5 nM. C’est une affinité exceptionnelle considérant 

l’ampleur des modifications que le ligand endogène a subit. Cette prometteuse 

protéine de fusion a été ensuite identifiée dans le lysat de cellules productrices par 

immunobuvardage. Dans la même expérience, toutes les protéines de fusion 

générées ont aussi été identifiées. Chacune d’entre elle  a été détectée à la 

hauteur correspondant au poids moléculaire approprié, confirmant une fois de plus 

la stabilité de la protéine GFP dans les cellules de mammifères. De plus, les 

résultats actuels suggèrent que la protéine de fusion EGFP-S4P1 est fortement 
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sélective pour le récepteur B1 de la bradykinine. En effet, celle-ci n’a pas marqué 

les membranes de cellules exprimant soit le récepteur B2R ou bien la peptidase 

ACE. Tout comme EGFP-MK, EGFP-S4P1 est probablement exclu du site 

catalytique de l’enzyme de conversion de l’angiotensine en raison de la grande 

taille de la protéine de fusion. Il est aussi important de mentionner que EGFP-

S4P1 offre une meilleure stabilité du fluorophore et une meilleure spécificité vis-à-

vis sa cible que les petits peptides conjugués à un fluorophore précédemment 

rapporté (Bawolak et coll. 2009). Conformément aux connaissances actuelles, la 

protéine de fusion agoniste du récepteur B1 n’est pas internalisée après avoir 

stimulé le récepteur. Ceci est dû à l’absence du domaine de phosphorylation, 

présent chez le récepteur B2R, responsable du phénomène d’endocytose via les 

arrestines (Marceau et coll., 2013). 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Mes travaux de maîtrise ont permis de prouver que les récepteurs B2R, B1R et 

PTH1R pouvaient lier et, dans certains cas, internaliser des ligands 

biotechnologiques de hauts poids moléculaire. Ces ligands ont été produits en 

fusionnant la GFP avec un ligand naturel de chacun de ces récepteurs. Pour ce 

faire, nous avons tenu compte des modèles de liaison de ces ligands à leur 

récepteur. En effet, il était crucial que la GFP soit positionnée en N-terminal pour le 

B1R et le B2R alors que la protéine fluorescente devait être en C-terminal pour le 

récepteur PTH1R. De  plus, dans certains cas, nous avons utilisé un spacer entre 

le ligand et la GFP afin de limiter l’encombrement stérique entre celle-ci et le 

récepteur. Dans ces expériences, la GFP a été utilisée car il s’agit d’une protéine 

extrêmement stable et qui est très facile à détecter grâce à sa fluorescence 

intrinsèque. Toutefois, mes travaux suggèrent que la GFP pourrait être remplacée 

par n’importe quelle autre protéine. De plus, les travaux réalisés sur les récepteurs 

B2R et PTH1R avec les agonistes fusionnés à l’épitope myc (Gera et coll., 2013; 

Charest-Morin et coll., 2014) ont démontrés que ces récepteurs pouvait internaliser 

des cargos de plus de 150 kDa. Donc, les ligands de ces récepteurs pourraient 

être fusionnés à pratiquement n’importe quelle protéine peu importe sa taille. 

 

Par exemple, la séquence de la MK pourrait être fusionnée à l’albumine sérique 

humaine (HSA). Cela générerait un agoniste de haut poids moléculaire, qui 

lorsqu’administré de manière intraveineuse, ne pourrait sortir de la circulation du 

fait de son haut poids moléculaire. Cela pourrait avoir de nombreux effets 

bénéfiques sur le système cardiovasculaire car en plus des propriétés 

hypotensives de la BK, cette hormone aurait aussi des propriétés anti-

hypertrophiques, anti-agrégation et anti-athérosclérotiques (Heitsch, 2000). Les 

problèmes associés à l’administration de la bradykinine proviennent généralement 

de la stimulation de cibles extra-vasculaire comme les neurones sensoriels ou les 

cellules intestinales. Avec un agoniste comme HSA-MK, ces effets ne pourraient 

se produire car la protéine de fusion ne pourrait quitter le système vasculaire. 
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Cependant, de la par la nature des effets de la bradykinine (augmentation de la 

perméabilité vasculaire), il est possible que la protéine de fusion HSA-MK cause sa 

propre extravasation.  

 

Un agoniste de haut poids moléculaire du récepteur PTH1R pourrait lui aussi avoir 

des applications cliniques intéressantes. Par exemple, une protéine de fusion 

composée de la HSA ou de la chaîne lourde des immunoglobulines et du 

teriparatide pourrait être administrée localement au niveau des articulations. En 

effet, il a été démontré que la PTH(1-34) possède des propriétés chondro-

régénératives (Sampson et coll., 2011). La régénération du cartilage est une 

stratégie intéressante pour le traitement de l’ostéoarthrose. L’avantage de cette 

stratégie, est que la protéine de fusion basée sur PTH(1-34) ne pourrait diffuser en 

dehors des articulations du fait de son très haut poids moléculaire. 

 

La protéine de fusion EGFP-S4P1 possède de possibles applications directes. En 

effet, EGFP-S4P1 pourrait être utilisé afin de caractériser le rôle du récepteur B1R 

dans le développement des crises d’angioedème héréditaire. Vu l’importance de la 

BK dans cette pathologie, une meilleure connaissance sur la contribution de ce 

récepteur permettrait une meilleure compréhension de cette maladie. Plusieurs 

groupes de recherches, dont celui du Dr Drouet de Grenoble et celui du Dr Zuraw 

de San Diego, nous ont approchés afin d’établir une collaboration pour ce projet. 
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