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RÉSUMÉ DU PROJET DE RECHERCHE 

Problématiques : 1) Mes travaux de maitrise ont démontré qu’il était possible de fusionner 

des hormones peptidiques avec la protéine fluorescente verte (EGFP) pour obtenir des 

ligands de haute affinité avec un haut poids moléculaire supportant des expériences 

d’imagerie. Cela a permis de détecter les deux récepteurs de la bradykinine (BK; B1R et 

B2R) ainsi que le récepteur PTH1 de la parathormone (PTH, PTH1R), trois récepteurs 

couplés aux protéines G (GPCR). Malgré la haute affinité de ces sondes, les applications 

restent limitées à des systèmes surexprimant le récepteur cible recombinant. Cela 

s’explique par les deux raisons suivantes : a) la faible abondance des récepteurs endogènes 

et b) le faible rendement de la fluorescence. 2) La génération de ligands de haut poids 

moléculaire et la démonstration que ceux-ci avaient toujours une activité pharmacologique 

pourrait permettre de résoudre une problématique majeure reliée à l’administration 

thérapeutique de BK. Malgré l’accumulation de preuves du rôle protecteur de la BK sur le 

système vasculaire, les récepteurs de la BK sont des cibles pharmacologiques quasi 

inexploitées, car les effets délétères causés par les agonistes de la BK, notamment au niveau 

de l’inflammation et de la génération de douleur, semblent limiter leur développement. 

Objectifs : 1) Étudier la pharmacologie de la maximakinine (MK), un analogue de la BK, 

et le potentiel de ce peptide comme module conférant l’affinité au récepteur B2 dans la 

conception de ligands biotechnologiques. 2) Générer des protéines de fusion ligands des 

deux principales familles de GPCRs (A : B2R; B : PTH1R). 3) Utiliser ces protéines de 

fusion pour permettre la détection de faibles niveaux de récepteurs difficilement détectables 

par les stratégies conventionnelles. 4) Évaluer l’activité pharmacologique de ces protéines 

de fusion. Résultats : Deux des trois protéines de fusion PTH générées (PTH-myc et PTH-

HRP) sont capables de détecter de manière spécifique les niveaux endogènes de PTH1R 

exprimés par les cellules HOS (ostéosarcome humain) grâce à leur domaine peroxydase 

intrinsèque ou assemblé. La protéine de fusion PTH-HRP est la plus prometteuse, et peut 

aussi être utilisée comme ligand non-isotopique dans un essai de compétition de liaison 

pour identifier de nouveaux ligands du PTH1R humain. La MK est un agoniste direct du 

récepteur B2 de rat, mais n’a qu’une affinité marginale pour le récepteur B2 humain. L’essai 

de contractilité de la veine ombilicale humaine a démontré que la MK était une pro-drogue 

pour le B2R humain, activée par des peptidases présentes dans ce tissu. La MK ne stimule 

pas la dégranulation des mastocytes via le récepteur MRGPRX2, malgré sa forte charge 

positive. Chez le rat, la MK est un agoniste persistant, résistant à la dégradation et de haute 

affinité pour le B2R. La protéine de fusion fluorescente EGFP-MK est un agoniste 

spécifique du B2R de rat, mais pas du B2R humain. Des études in vitro ont démontré qu’elle 

était aussi un agoniste persistant de haute affinité pour le B2R de rat. La protéine de fusion 

avec domaine peroxydase APEX2-(NG)15-MK permet la détection du récepteur B2 de rat 

recombinant de manière spécifique et efficace. De plus cette protéine de fusion peut être 

utilisée comme ligand non-isotopique dans des essais de compétition de liaison pour 

identifier de nouveaux ligands du B2R de rat. Il est possible de générer des protéines de 

fusion contenant la MK agoniste du B2R de rat de très haut poids moléculaire (>66 kDa), 

mais ceux-ci peuvent avoir une activité pharmacologique limitée par l’encombrement 

stérique entre la protéine de fusion et le récepteur. Conclusions et perspectives : Il est 

possible de générer des protéines de fusion avec des domaines enzymatiques agonistes des 

récepteurs B2 et PTH1. Cela permet une amplification significative du signal émis par les 
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protéines de fusion comparativement aux protéines de fusion fluorescentes. La détection 

des niveaux endogènes de GPCRs par des protéines de fusion pourrait permettre de les 

utiliser dans des tests diagnostiques. Ces travaux, qui ont démontré qu’il était possible de 

générer des ligands biotechnologiques de haut poids moléculaire agonistes des principales 

classes de GPCRs (A et B), pourraient être appliqués aux autres ligands membres de ces 

familles en accord avec les modèles de liaisons de chaque ligand. 
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PMSF   Phenylmethylsulfonyl fluoride; fluorure de méthylphénylsulfonyle 

PTH   Parathormone  

PTH1-34  Tériparatide 

PTH1R   Récepteur de la parathormone 1 

PTHrP   Parathormone related Peptide 

RANKL  Receptor Activator of Nuclear factor kappa-B 

SA   Streptavidine 

TGF-β   Transforming Growth Factor β 

Thi   β-(2-Thienyl)-alanine 

Tic   Tetrahydro-isoquinoline-3-carboxylic acid 

TIP39    Tuberoinfundibular peptide of 39 residues 

TK   Tissue Kallikrein; Kallikréine tissulaire   

TMB   3,3’,5,5’-Tetramethylbennzidine 

TNF-α   Tumor Necrosis Factor alpha 

TSA   Tyramide Signal amplification  
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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 GPCRs. En plus de 

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

GPCRs 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 perception sensorielle (vision, goût, odorat),  la différenciation 

cellulaire, la sécrétion et la réponse inflammatoire (Hébert et Bouvier, 1998). La diversité 

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

des neurotransmetteurs et même des odeurs, des goûts ou de la lumière. L’activation d’un 

GPCR entraine 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 cause 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 GPCRs (Robinson et al., 1967). Ces 

travaux ont démontré que la lipolyse causée par les catécholamines était due à l’action de 

l’AMPc générée par l’adénylate cyclase. Plus tard, il a été 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 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 
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Rodbell, 1969; Rodbell et al., 1971; Ross et Gillman, 1977). L’hydrolyse de la GTP, par  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 que des hormones, des peptides, des ions ou des lipides 

(Northup et al., 1980; Codina et al., 1983; Bokoch et al., 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 nos 

connaissances sur ces protéines au cours des 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 

au domaine intracellulaire du récepteur. De plus, au repos, Gα est liée 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 (Fig. 1). 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. Bien que les effets intracellulaires des 

GPCRs 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 Kostenis, 2006). En prenant en compte l’épissage alternatif, il 

existe au moins 20 différentes sous-unités Gα, séparées 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. 
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Figure 1. Récepteurs couplés aux protéines G et protéines G hétérotrimériques. Adapté de 

Nature Education. 

 

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 GTPases 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 GPCRs (Milligan et Kostenis, 2006). 
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1.3 Structure des GPCRs 

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

domaines transmembranaires. 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 le domaine intracellulaire est surtout impliqué 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). 

 

1.4 Classes de GPCRs 

Vu le grand nombre de GPCRs, il a été nécessaire de les séparer en classes afin de mieux 

pouvoir les caractériser. Un système de classification basé sur l’homologie entre les 

différents GPCRs 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 GPCRs 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 GPCRs connus. Les récepteurs de 

classe A lient majoritairement des stimuli olfactifs et visuels. Outre ceux-ci, ces récepteurs 

lient principalement 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 al., 2006). 

 

1.4.2 GPCRs 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 al., 2006). Ces récepteurs 

sont organisés en deux domaines : un domaine extracellulaire impliqué dans l’affinité et la 
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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 al., 2011). 

 

1.4.3 GPCRs 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 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 al., 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 GPCRs 

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 al., 

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 al., 2005).  

 

1.5 Désensibilisation des GPCRs 

Une propriété importante des GPCRs 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 



 

 6 

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 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 généralement revêtus de clathrines 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 al., 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 GPCRs emprunte la voie des arrestines, mais il existe d’autres 

possibilités. Une voie alternative de l’endocytose des GPCRs 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 al., 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 al., 1990; Zhang et al., 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 causent l’hydrolyse enzymatique 

des kininogènes et l’activation de la voie intrinsèque de coagulation (Fig. 2; Kashuba et al., 

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 al., 2011; 

Colman, 2006; Colman et Schmaier, 1997; Marcondes et Antunes, 2005). 

 

Figure 2. Le système kinine-kallikréine. 
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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-globulines exprimé à une concentration plasmatique moyenne de 80 mg/ml 

(Sainz et al., 2007). Il est composé de 626 acides aminés et est divisé 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 (forme inactive de la kallikréine plasmatique; 

Colman, 2006; Moreau et al., 2005b). En effet au niveau plasmatique, la pré-kallikréine est 

majoritairement complexée avec le HMWK (Reddigari et Kaplan, 1989). Afin de libérer la 

BK à partir du HMWK, celui-ci doit être clivé à deux endroits. D’abord le HMWK est clivé 

entres les résidus Arg389 et Ser390 puis entre les résidus Lys380 et Arg381 (Mori et al., 1981). 

La protéase PR3, relâchée par les neutrophiles activés, peut cliver le HMWK à des sites 

différents, et ainsi relâcher la kinine Met-Lys-BK-Ser-Ser (Kahn et al., 2009; Gera et al., 

2011). 

Le kininogène de bas poids moléculaire (LMWK) ressemble à peu de chose près au 

HMWK. En fait, il contient les 4 premiers domaines du HMWK. Toutefois, il exprime une 

chaîne légère tronquée et n’exprime pas le domaine D6 (Colman, 1996). Cette absence du 

domaine D6 empêche le LMWK de lier la pré-kallikréine. 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 al., 

1996; Colman et al., 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 
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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 et le HMWK font tous deux parti du système de contact, aussi 

appelé voie intrinsèque de coagulation. Le système de contact est activé suite à la liaison du 

facteur XII à une surface activatrice. Ces surfaces peuvent être des constituants de la 

membrane basale suite à une lésion endothéliale, des agents pathogènes comme le LPS ou 

des protéines sécrétées par des cellules du système immunitaire (Brunnee et al., 1997; 

Kaplan et Silverberg, 1987). Suite à la liaison du facteur XII, celui-ci va s’autoactiver ce 

qui va lui permettre d’activer la pré-kallikréine via son action protéolytique. La kallikréine 

plasmatique libérée, va ensuite cliver le HMWK pour générer la BK. La kallikréine 

plasmatique peut aussi activer le facteur XII, qui à son tour va générer plus de kallikréine 

active et ainsi de suite. Le HMWK clivé aurait des fonctions pro-inflammatoires causées 

par la liaison de cette molécule à des récepteurs exprimés par des cellules immunitaires ou 

endothéliales (Sainz et al., 2007). L’activation du système de contact est impliquée dans la 

coagulation et dans l’activation de la cascade du complément (Merlini et al., 2004). 

Toutefois la contribution du système de contact à la coagulation est minime, puisqu’une 

déficience en facteur XII ne résulte pas en des changements majeurs sur la capacité 

hémostatique des patients (Muller et Renne , 2008). L’inhibiteur de l’estérase C1 (C1INH), 

est le principal régulateur négatif de l’activité du système de contact, puisque cette serpine 

est capable d’inhiber de manière irréversible tant le facteur XII que la kallikréine 

plasmatique (Longhurst et Cicardi, 2012). D’autres protéines comme l’ α2-macroglobuline, 

l’antithrombine III, et l’ α2-antiplasmine sont capables d’inhiber le système de contact 

(Kaplan et al., 1997). 

La kallikréine tissulaire est une protéase présente dans de nombreux tissus comme les reins, 

les vaisseaux sanguins, le système nerveux central, la rate, l’intestin, le pancréas et les 

glandes salivaires (MacDonald et al., 1988; Marcondes et Antunes, 2005). Son rôle 

physiologique principal est la génération de Lys-BK, aussi appelée kallidine, en 

hydrolysant le LMWK. Le clivage du LMWK par la kallikréine tissulaire se fait entre les 

résidus Met379 et Lys380 et entre les résidus Arg389 et Ser390 (Fogaca et al., 2004).  
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2.1.3 Les kinines 

Chez l’homme on retrouve 4 peptides apparentés à la BK : la BK, la Lys-BK, la des-Arg9-

BK et la Lys-des-Arg9-BK. Les deux premiers peptides correspondent aux produits de 

l’hydrolyse des kininogènes par l’une ou l’autre des kallikréines, alors que la des-Arg9-BK 

et la Lys-des-Arg9-BK 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 al., 1996). Toutefois, il s’agit de peptides très efficaces, car des concentrations 

nanomolaires suffisent pour produire un effet biologique (Moreau et al., 2005a). 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 la 

3ème  boucle extracellulaire (Leeb-Lundberg et al., 2005). 

Il existe un nombre important d'analogues des kinines chez diverses espèces animales, 

comme chez les oiseaux (Shroeder et al., 1997), les amphibiens (Colon et Aronsson, 1997; 

Yasuhara et al., 1979) ou chez les reptiles (Kwok et al., 2008). Le venin présent dans la 

peau de l'espèce Bombina maxima, un crapaud asiatique, contient un peptide de dix-neuf 

acides aminés, dont les neuf derniers reproduisent la séquence de la BK (Chen et al., 2003; 

O'Rourke et al., 2004; Chen et al., 2005). Ce peptide, dénommé maximakinine (MK; 

DLPKINRKGP-BK), possède une activité vasorelaxante dans des essais exploitant le 

muscle lisse de rat (O'Rourke et al., 2004). Chez le rat, on retrouve une forme alternative du 

kininogène; le T-kininogène. Celui-ci, lorsqu’activé, libère la T-kinine (Ile-Ser-BK), un 

peptide de haute affinité pour le récepteur B2 de rat (Greenbaum et al., 1992). On retrouve 

de très nombreux peptides apparentés à la BK chez les guêpes (Konno et al., 2016), 

notamment la Polistes kinine (Pyr-Thr-Asn-Lys-Lys-Lys-Leu-BK; Pisano, 1968). 

 

2.1.4 Métabolisme des kinines 

Les principales enzymes responsables de la dégradation des kinines sont l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (ACE), les carboxypeptidases M et N, les aminopeptidases N 
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et P et l’endopeptidase neutre (NEP). L’ACE est une enzyme impliquée dans l’activation de 

l’angiotensine I en angiotensine II, mais elle est la principale enzyme de dégradation de la 

BK. En effet, la BK a plus d’affinité pour l’ACE que l’angiotensine I. Dans un premier 

temps, la BK va être convertie en BK1-7 par l’ACE qui pourra aussi cliver ce peptide une 

seconde fois pour générer la BK1-5. La BK1-7 et la BK1-5 sont deux fragments inactifs 

(Marceau et al., 1998). L’ACE est inhibée par de nombreuses drogues connues sous le nom 

d’inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine. Ces drogues, comme le captopril 

et l’enalaprilat, sont utilisées dans le traitement de l’hypertension et l’insuffisance 

cardiaque. Bien que ces drogues aient été conçues afin d’inhiber la production 

d’angiotensine II, il a été rapporté que la majorité des effets cardioprotecteurs de ces 

drogues seraient dus à l’accumulation de BK plus qu’à la diminution d’angiotensine II 

(Taddei et Bortolotto, 2016). Les carboxypeptidases N et M sont deux enzymes capables de 

retirer l’arginine C-terminale de la BK et de la Lys-BK (Campbell DJ, 1995). Leur rôle 

dans le métabolisme est toutefois minime, mais leur participation à la génération d’agoniste 

du B1R est cruciale. Les aminopeptidases N et P retirent les acides aminés en positon N-

terminale des kinines. Ces enzymes jouent un rôle important dans l’inactivation des kinines.  

 

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 al., 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 al., 2005).  

 

2.2.1 Ligands du récepteur B1 

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-Arg9-BK 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 
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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 centaines 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-Arg9-BK 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, alors qu’elle est supérieure à 30 000 nM pour le récepteur 

B2 (Bastian et al., 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 al., 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 cytokines telles que l’interleukine 

1β (IL-1β), l’interféron γ ou le Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) (Schanstra et al., 

1998; Medeiros et al., 2004; Leeb-Lundberg et al., 2005; Bawolak et al., 2007; 

Koumbadinga et al., 2010). Son induction compense pour la désensibilisation rapide du 

récepteur B2 de la bradykinine (Bhoola et al., 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 
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lipidiques lors de son activation (Sabourin et al., 2002), suivant en cela la distribution de 

Gαq. 

 

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-Arg9-BK 1930  0,7  32  

Lys-des-Arg9-BK 0,12  1,7  0,23  

 

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 al., 2003). Certaines données suggèrent que 

le récepteur B1 possède une activité constitutive; c’est-à-dire qu’il peut signaliser en 

l’absence de son agoniste. L’activité constitutive du récepteur B1 exprimé dans des cellules 

HEK 293a est plus forte que l’activité du B2R induite par une stimulation agoniste (Leeb-

Lundberg, et al., 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 al., 2001).  

 

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 al., 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 

                                                           
1 Leeb-Lundberg et al., 2005 
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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 prostacycline (PGI2; 

vasodilatateur et inhibiteur de l’agrégation plaquettaire) via l’activation de la phospholipase 

A2 (PLA2) (Higashida et al., 1986; Burch et Axelrod, 1987; Palmer et al., 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 certaines 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 al., 2007).  

 

2.3 Le récepteur B2 de la bradykinine 

L’existence du récepteur B2 de la bradykinine (B2R) fut postulée, 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 al., 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-Arg9-BK=Lys-des-Arg9-BK. 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. Tout comme pour le récepteur B1, une panoplie d’agonistes et d’antagonistes 
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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.  

 

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-Arg9-BK 8100 6400 >1000 

Lys-des-Arg9-BK >30000 25000 >1000 

 

L’icatibant est un antagoniste spécifique du récepteur B2 avec une affinité 1000 fois 

supérieure pour celui-ci que pour le B1R (Hess et al., 1994). La forme des-Arg de 

l’icatibant (des-Arg9-HOE 140) est un antagoniste mixte des récepteurs B1 et B2 (Bastian et 

al., 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(aminoiminomethyl]phenyl]carbonylamino]-propyl]-2(S)-

pyrrolidine-carboxamide, mesylate salt), un antagoniste spécifique du récepteur B2 

(Pruneau et al., 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 al., 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 al., 2001). Les sites de 

phosphorylation proposés sont les sérines 339, 346 et 348 et les tyrosines 342 et 345. La 

                                                           
2 Leeb-Lundberg et al., 2005 
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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 al., 

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 al., 2007), bien 

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

Lundberg, 1997; Haasemann et al., 1998). La désensibilisation du B2R passe par un cycle 

d’endocytose et de recyclage bien documenté (Marceau et al., 2002). Une fois internalisé, 

le récepteur B2 voyagera sur les microtubules dans des endosomes positifs pour la GTPase 

Rab5 vers un site périnucléaire. Les 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 al., 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 al., 1994). Il a été proposé que le récepteur B2 puisse être activé directement 

par la kallikréine plasmatique (Hecquet et al., 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 al., 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 al., 1991; Ewald et al., 1989; Liebmann et al., 1996; Gohla et al., 

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 al., 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 al., 1996; Faussner et al., 

1998). Toutefois, étant donné le caractère inductible du B1R et l’expression constitutive du 

B2R, la majorité des effets des kinines en situation physiologique dépendent du récepteur 

B2. 
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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 al., 2000; Bhoola et al., 1997; Wu et al., 2002). En effet, l’ARNm 

du B2R a été détecté dans 36 des 39 tissus testés par Ma (Ma et al., 1994). La rate, les 

glandes salivaires et la veine mésentérique sont les seuls tissus qui n’exprimaient pas 

l’ARNm du B2R. 

 

2.4 Le système kinine-kallikréine en pathologie 

La manifestation clinique où le rôle du système kinine-kallikréine est le plus reconnu, est 

l’angioedème héréditaire (AOH). Il s’agit d’une maladie rare autosomale dominante 

caractérisée par des épisodes d’œdème localisés (Cicardi et Agastoni, 1996). En effet, cette 

maladie se caractérise par des crises aléatoires, douloureuses et souvent imprévisibles 

d’œdèmes se produisant généralement au niveau des extrémités, de la muqueuse intestinale, 

des organes génitaux, du visage et des voies respiratoires supérieures (Zuraw BL, 2008; 

Bork et al., 2012). Ces crises résultent d’un dérèglement dans la synthèse de bradykinine 

causé par une faible expression du C1-INH (AOH type I) ou par des mutations inactivantes 

dans le gène du C1-INH (AOH type II). L’AOH de type I se caractérise par une faible 

expression du C1-INH alors que dans l’AOH de type II le C1-INH est exprimé de manière 

normale, mais il n’est pas fonctionnel (Gompels et al., 2002; Tarzi et al., 2007). Comme 

mentionné plus haut, le C1-INH est responsable de l’inhibition du facteur XII et de la 

kallikréine plasmatique. Donc, lorsqu’une crise est déclenchée, il y a sur-activation du 

facteur XII et de la kallikréine qui mène à une génération incontrôlée de BK, d’où la 

formation de douloureux œdèmes (Kaplan et al., 2002). Il existe aussi un AOH de type III 

(aussi appelé AOH à C1-INH normal) caractérisé par un niveau normal et une activité 

normale du C1-INH (Bork K, 2013). L’AOH de type III n’est pas aussi bien documenté que 

les deux autres types, et des mutations dans le facteur XII ou dans des enzymes 

responsables du catabolisme de la BK pourraient être en cause (Cicardi M, 2014). Les 

manifestations cliniques des différents types d’AOH sont similaires (Bork K, 2010). Il 
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existe plusieurs traitements afin de prévenir les crises d’AOH ou d’accélérer la rémission 

suite à l’une de ces crises, en commençant par l’administration de C1-INH exogène 

concentré. L’icatibant, un antagoniste du B2R, s’est révélé efficace dans le traitement des 

crises d’AOH et a été homologué par Santé Canada en 2014 pour le traitement de l’AOH 

(Lumry et al., 2015; Cole et Lundquist, 2013; Malbràn et al., 2014). Un inhibiteur de la 

kallikréine plasmatique, l’ecallantide, est aussi reconnu pour sa capacité à traiter les crises 

d’AOH (Schneider et al., 2007; Cicardi et al., 2010; Levy et al., 2010). Toutefois, celui-ci 

n’est pas disponible au Canada. D’autres traitements basés sur des anti-fibrinolytiques ou 

des androgènes atténués sont aussi disponibles, mais leur efficacité ne fait pas l’unanimité 

(Sheffer et al., 1972; Farkas et al., 2010). 

L’angioedème associé aux inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine est un 

effet secondaire fréquent de ces drogues pouvant toucher jusqu’à 20% des patients 

(Dicpinigaitis PV, 2006). Il a été proposé que cette forme d’angioedème soit dépendante de 

l’accumulation de BK suite à l’inhibition d’une de ses principales voies de dégradation 

(Baram et al., 2013). Une première étude clinique publiée en 2015 a démontré que 

l’icatibant pouvait réduire la durée de ces épisodes d’angioedème, mais depuis d’autres 

études sont venues contredire ces affirmations (Bas et al., 2015; Straka et al., 2017). 

L’absence d’effet d’un antagoniste B2 chez ces patients pourrait suggérer l’implication du 

récepteur B1 de la bradykinine. 

Différentes études précliniques suggèrent des rôles délétères ou protecteurs pour les 

récepteurs de la BK dans différentes pathologies. Ces récepteurs semblent jouer un rôle 

important lors de la reperfusion au niveau cardiaque. Dans un modèle d'ischémie chez la 

souris, une administration continue d'un agoniste spécifique du B2R a permis de diminuer le 

remodelage cardiaque, ainsi qu’une réduction significative dans l'expression de médiateurs 

inflammatoires (Marketou et al., 2010; Manolis et al., 2010). Il a aussi été démontré que 

l’activation du système kinine-kallikréine permettait de stimuler le recrutement de cellules 

progénénitrices cardiaques au site de l’infarctus tout en stimulant une néovascularisation 

plus efficace (Spillman et al., 2006). La BK et ses récepteurs ont été rapportés comme des 

agents importants dans la formation et la propagation de nombreux cancers (da Costa et al., 

2014). En effet, de nombreux cancers surexpriment les deux types de récepteurs ou utilisent 
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la BK comme facteur autocrine afin de stimuler leur croissance (Barki-Harrington et al., 

2003; Chee et al., 2007; Beck et al., 2007). De plus, divers antagonistes sélectifs pour les 

récepteurs B1 ou B2 ont démontrés des propriétés antiprolifératives, anti-inflammatoires, 

anti-angiogéniques et anti-migratoires (Sevcik et al., 2005; Whalley et al., 2012; Neo et al., 

2007; Chan et al., 2002; Drube et Liebmann., 2000). Puisque que l’ensemble des données 

provient d’études sur des cellules en cultures et sur des animaux, des études cliniques 

fiables seront nécessaires afin de permettre le transfert de ces connaissances à l’humain (da 

Costa et al., 2014). Néanmoins, le ciblage du récepteur B1 surexprimé par les cellules 

cancéreuses est une stratégie attirante en oncologie, puisque celui-ci n’est pas exprimé par 

les adultes en santé, ce qui diminuerait les effets secondaires indésirables sur les cellules 

saines. Récemment, la synthèse d’antagonistes non-peptidiques du récepteur B1 marqué 

avec le gallium-68 (68Ga) a été rapportée. Ces peptides ont permis la détection de tumeurs 

solides, formées par l’injection de cellules HEK 293T exprimant stablement le B1R, chez le 

rat (Zhang et al., 2016). 

 

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 
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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 (Fig. 3). 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 al., 1998; Yasuda et al., 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 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. 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 protéines liant le calcium. 

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 al., 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 
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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 vont 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, L.E. 1989). 

 

Figure 3. Les principaux sites d’action de la PTH pour le maintien de l’homéostasie 

calcique. 

 

3.2 Le récepteur de la parathormone PTH1 
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Le 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 al., 1994). Comme tous les récepteurs de cette classe, le 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 PTH2. Celui-ci possède une distribution et des 

ligands différents de ceux du PTH1R. Il est particulièrement abondant dans le cerveau et 

n’est pas impliqué dans l’homéostasie calcique. En effet, les ligands du PTH2R, dont le 

Tuberoinfundibular peptide of 39 residues (TIP39), agissent comme des neurotransmetteurs 

(Dobolyi et al., 2010).  

 

3.2.1 Les ligands du récepteur PTH1 

Le récepteur PTH1 possède deux ligands agonistes endogènes soit la parathormone et le 

parathormone related peptide (PTHrP). PTHrP est surtout impliqué dans le développement 

embryonnaire des os et du cartilage (Strewler, 2000; Kronenber et Chung, 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 al., 1995). L’activité pharmacologique de ces deux 

peptides est conservée lorsque l’on stimule le PTH1R avec les 34 premiers résidus de 

chacun (PTH1-34 ou PTHrP1-34). 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 PTH1. La délétion 

des résidus 31 à 34 de la PTH1-34 cause une perte d’affinité de 100 fois et la délétion des 

résidus 28 à 34 de la PTH1-34 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 GPCRs 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 
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génèrent des fragments N-terminaux de la PTH possédant des activités biologiques diverses 

(Segre et al., 1981; Bringhurst et al., 1988; Wu et al., 1996). Ces fragments, tels que PTH7-

84, PTH35-84 et PTH69-84, stimuleraient le récepteur PTH1 en se liant à un site différent de la 

PTH. En effet, la liaison de ces fragments n’est pas compétitionnée par la PTH lors d’un 

essai de liaison avec un radioligand (Nguyen-Yamamoto et al., 2001). Finalement, le 

peptide TIP39 est un antagoniste endogène du récepteur PTH1. C’est aussi un agoniste de 

haute affinité du récepteur PTH2R (voir Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Affinité des différents ligands du récepteur PTH1 humain3 

 

Ligands 

Affinité pour le récepteur (nM) 

PTH1R humain PTH2R humain 

Parathormone intacte 1-84 2,8 1,7 

PTHrP 0,59 660 

PTH1-34 3 _____ 

PTH1-30 300 _____ 

PTH1-27 22000 _____ 

TIP39 59 0,59 

 

3.2.2 Régulation du récepteur PTH1 

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 

PTH1 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 al., 1995; Qian et al., 1998). Selon certains groupes, l’internalisation du récepteur 

suite à sa stimulation serait indépendante de la phosphorylation (Malecz et al., 1998) alors 

que pour d’autres, il s’agit d’une étape cruciale pour l’endocytose (Tawfeek et al., 2002). 

Une fois internalisé par un mécanisme clathrine dépendant, le récepteur va progresser dans 

                                                           
3 Hoare et Usdin, 2001 



 

 24 

le système endosomal pour être soit recyclé à la surface ou dégradé dans les lysosomes 

(McDonald et al., 2001). 

 

3.2.3 Signalisation par le PTH1R 

Lorsque stimulé par la PTH ou la PTH1-34, le PTH1R interagit principalement avec la 

protéine Gαs. La protéine Gαs va stimuler la production d’AMPc via l’activation de 

l’adénylate cyclase (Schwindinger et al., 1998). Fait intéressant, différents agonistes 

recrutent différentes protéines G ou dans certains cas favorisent une signalisation 

principalement arrestine-dépendante. Par exemple, PTH7-34 génère une réponse arrestine-

dépendante qui inhibe la production d’AMPc, réponse cellulaire contraire à celle engendrée 

par PTH1-34 (van der Lee et al., 2013). 

 

3.2.4 Localisation du récepteur PTH1 

Le récepteur PTH1 est distribué dans presque tous les tissus mais principalement au niveau 

des os (ostéoblastes), des reins et du foie (Urena et al., 1993; Tian et al., 1993). La vaste 

distribution de ce récepteur expliquerait les effets non classiques qui lui sont associé via 

l’action de PTHrP. 

 

3.3 Implications de la PTH et du PTH1R en pathologie 

Les principales pathologies associées à l’hormone parathyroïdienne sont 

l’hyperparathyroïdie et l’hypoparathyroïdie. L’hyperparathyroïdie primaire est un trouble 

endocrinien causé par la suractivation de la glande parathyroïde résultant dans une relâche 

excessive de PTH (Madkhali et al., 2016). C’est le troisième trouble endocrinien le plus 

commun après le diabète et les troubles de la thyroïde avec une prévalence entre 0,1 et 1 % 

dans la population (Cordellat IM, 2012). Dans 80-85 % des cas, cette maladie est causée 

par la présence d’un adénome sur la glande parathyroïdienne (Carneiro-Pla et al., 2007). 

Les manifestations cliniques de cette maladie sont généralement une hypercalcémie 

associée à des niveaux anormalement élevés de PTH dans le sang. La chirurgie est 

généralement le traitement privilégié, mais dans certains cas des drogues calcimimétiques 

sont utilisées pour rétablir l’homéostasie calcique (Bilezikian et al., 2009; Gopinath et al., 
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2010). L’hypoparathyroïdie est une maladie endocrine rare dans laquelle la sécrétion de 

PTH est anormalement basse ou absente, ce qui cause de l’hypocalcémie et de 

l’hyperphosphatémie (Abate et Clarke, 2016). Les causes principales sont des lésions à la 

glande parathyroïde ou une excision involontaire de cette glande lors d’une chirurgie de la 

glande thyroïde (Shoback et al., 2016). Cette pathologie est traitée avec le teriparatide 

(PTH1-34) ou le natpara (PTH1-84), mais les effets à long-terme chez l’homme de tels 

traitements, notamment sur l’apparition d’ostéosarcomes, sont inconnus (Watanabe et al., 

2012). 

La principale utilisation de la PTH en clinique est dans le traitement de l’ostéoporose. En 

effet l’administration intermittente de PTH (< 2 heures/jour) résulte dans une augmentation 

de la masse osseuse, alors qu’une administration continue (> 2 heures/jour) de cette 

hormone résulte dans une diminution de la masse osseuse, comme ce que l’on peut 

observer dans les cas d’hyperparathyroïdie (Cosman F, 2008). L’avantage d’une telle 

thérapie vs. les inhibiteurs de la résorption osseuse comme les biphosphonates, est que la 

PTH stimule la formation osseuse au lieu de simplement bloquer sa dégradation (Potts J.T., 

2005; Osagie-Clouard et al., 2017) 

Diverses mutations associées au récepteur PTH1 causent des maladies osseuses rares. Par 

exemple, la dysplasie de Blomstrand est une maladie néonatale létale caractérisée par une 

mutation perte de fonction bi-allélique résultant dans un PTH1R inactif (Hoogendam et al., 

2007). Les patients atteints du syndrome de Eiken expriment un PTH1R avec une queue C-

terminale tronquée et souffre d’un important retard dans la formation des os (Duchatelet et 

al., 2005). La chondrodysphasie métaphysaire de Jansen est caractérisé par un récepteur 

PTH1 constitutivement actif, causé par une mutation dans l’un de ses domaines 

transmembranaires (His223, Thr410 ou Arg458., Calvi et Schipani, 2000). Ces patients sont 

sujets `une forme particulière de nanisme. 

 

4. La génération de ligands biotechnologiques 

 

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

1970), a permis 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 
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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 50 

dernières années. L’un des premier succès du génie génétique fut la production d’insuline 

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

d’origine bactérienne est utilisée chez les 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 permis l’éclosion d’un autre domaine, la biologie 

moléculaire. Les techniques de clonage, basées 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 autres, permis 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 un 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 hormone 

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 al., 2000), 

nucléaires (Shiga et al., 2003), membranaires (Abraham et al., 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 al., 

1962) a permis la production de protéines de fusion fluorescente, donc facile à détecter 

optiquement. Depuis, des protéines fluorescentes couvrant l’ensemble du spectre visible et 

même au-delà ont été générées (Day et Davidson, 2009; Shcherbakova et Verkhusha, 

2013).  
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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. De telles protéines de fusion pourraient avoir un potentiel diagnostique, 

dans le cas où elles permettent de détecter un récepteur qui est indicatif d’une pathologie ou 

d’un état. En effet, plusieurs GPCRs sont des biomarqueurs de certaines maladies, mais la 

difficulté de détecter ces molécules sur des cellules intactes limite leur utilisation. De plus, 

une étude publiée en 2009 a révélé que les anticorps anti-GPCRs étaient plus souvent 

qu’autrement non-spécifiques (Michel et al., 2009). Peut-être que les protéines de fusion 

pourraient offrir une alternative plus spécifique pour la détection des GPCRs sur les 

cellules intactes. 

Il est aussi possible de générer des protéines des protéines de fusion avec un potentiel 

thérapeutique. En effet, de nombreuses protéines de fusion de ce type sont actuellement 

disponibles sur le marché : Enbrel® (récepteur au TNF-α fusionné avec le domaine Fc des 

IgG1), Ontak® (IL-2 humaine fusionnée aux domaines catalytiques et transmembranaires 

de la toxine de la diphtérie) ou Amevive® (la molécule d’adéhsion humaine LFA-3 

fusionnée au domaine Fc des IgG1) (Yu et al, 2015). Dans la conception des protéines de 

fusion thérapeutiques, l’un des domaines joue un rôle fonctionel (exemple : lier le 

récepteur), alors que l’autre vient conférer de nouvelles propriétés au premier domaine. 

Parmi ces propriétés, on retrouve une amélioration de la stabilité, des effets cytotoxiques, 

une meilleure pharmacocinétique ou une meilleure pharmacodynamique (Yu et al., 2015). 

Les protéines de fusion Fc sont particulièrement attractives, car la fusion avec ce domaine 

permet entre autres de solubiliser les protéines/peptides hydrophobiques et de prolonger la 

demi-vie de la protéine de fusion tout en profitant de la purification abordable et efficace 

basée sur les protéines A/G (Mekhaiel et al., 2011). Les protéines de fusion basées sur 

l’albumine sérique humaine (HSA) peuvent conférer de nombreuses propriétés utiles à des 

protéines de fusion thérapeutiques. En premier lieu, la HSA est une protéine sérique de 66,5 

kDa avec une demi-vie d’environ 19 jours dans le plasma (Strohl W.R., 2015). En effet, le 

fait que cette protéine soit à la limite supérieure de taille pour la filtration glomérulaire, en 

plus d’être fortement anionique, résulte en une très lente filtration par les reins d’où la 

longue demi-vie (Caliceti et Veronese, 2003). Il s’agit aussi de la protéine la plus abondante 

dans le sang, avec une concentration sérique de 50 mg/ml. La HSA exerce de nombreuses 
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fonctions, dont le contrôle du pH du plasma, le transport des acides gras, ainsi qu’un rôle 

dans le maintien de la pression sanguine. De plus, la HSA a tendance à s’accumuler dans 

les tumeurs et les tissus inflammés, ce qui laisse croire qu’une protéine de fusion HSA 

pourrait aider à cibler ces sites (Kratz F, 2008). De plus, une telle protéine de fusion 

pourrait permettre à un peptide ou à une autre protéine de plus petite taille, d’échapper au 

processus de filtration glomérulaire. Toutefois, les protéines de fusion thérapeutiques 

comportent certains risques, notamment des réactions d’hypersensibilités de type I et IV. 

De plus, étant donné que la protéine de fusion utilisée n’est pas naturelle, il y a 

d’importants risques d’immunogénicité (Baldo BA, 2015). 

 

5. Problématiques et objectifs du projet de recherche 

 

Lors de ma maitrise, j’ai démontré qu’il était possible de générer des protéines de fusion 

ligands des deux principales classes de GPCRs (Charest-Morin et al., 2013; Charest-Morin 

et Marceau, 2016). J’ai créé des protéines de fusion ligands des récepteurs PTH1 et B2. En 

effet j’ai généré une protéine de fusion fluorescente agoniste du B2R. Celle-ci est composée 

de la GFP fusionnée à l’extrémité N-terminale de la maximakinine (MK; EGFP-MK). Par 

la stimulation de cellules exprimant transitoirement le B2R de lapin avec EGFP-MK, j’ai 

démontré que cette protéine de fusion est internalisée par un mécanisme β-arrestine 

dépendant. Une protéine de fusion pour le PTH1R a aussi été conçue. Puisque dans le cas 

du PTH1R, c’est l’extrémité N-terminale qui interagit avec le récepteur (Pal et al., 2012), la 

GFP a été fusionnée à l’extrémité C-terminale de la PTH1-34 (PTH1-34-EGFP; Charest-Morin 

et al., 2013). Cette construction a permis de visualiser l’endocytose du PTH1R ainsi que sa 

colocalisation avec les β-arrestines ainsi qu’avec plusieurs marqueurs des endosomes 

précoces et tardifs. C’est sur ces travaux antérieurs que se basent mes travaux de doctorats. 

Pour mon doctorat, j’ai décidé de poursuivre mes travaux sur les protéines de fusion ligands 

des GPCRs. Toutefois, j’ai développé ces protéines de fusion afin de leur conférer des 

propriétés non seulement d’imagerie mais aussi des propriétés diagnostiques et 

thérapeutiques. Dans mes travaux de doctorat, j’ai utilisé mes connaissances sur les 
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protéines de fusion pour répondre à deux problématiques, la première avec des applications 

diagnostiques alors que la seconde a des applications thérapeutiques.  

La première problématique que j’ai étudiée est la difficulté de détecter les niveaux 

endogènes de GPCRs. En effet, ce sont des protéines très difficiles à détecter avec les 

stratégies actuelles, notamment les anticorps. Il y a plusieurs situations où il est impossible 

de générer des anticorps contre certains antigènes. Par exemple, lorsque l’antigène possède 

une forte homologie avec une protéine de l’animal immunisé, il sera très difficile de 

générer un bon anticorps (Chames et al., 2013). C’est un problème pertinent dans le cas des 

GPCRs, car ces récepteurs sont souvent bien conservés d'une espèce à l'autre. Aussi si 

l’épitope à reconnaitre est conformationel ou post-traductionnel, l’anticorps résultant risque 

d’être éliminé lors de l’apprêtement des antigènes (Keefe et al., 2013). Pour détecter des 

GPCRs sur de cellules intactes, il faut absolument que l’anticorps soit capable de 

reconnaitre la conformation intacte et tridimensionnelle du récepteur alors que la plupart 

des anticorps sur le marché reconnaissent les structures dénaturées des protéines. Aussi il 

est très difficile pour des molécules de très grandes tailles comme les anticorps (>150 kDa) 

de détecter les GPCRs intacts, car ceux-ci sont enfouis dans la membrane plasmique. De 

plus, comme mentionné plus haut, les anticorps anti-GPCRs commerciaux ne sont pas 

validés et sont plus souvent qu’autrement non-spécifiques (Michel et al., 2009). Une autre 

étude portant sur plus de 20 000 anticorps commerciaux a rapporté que seulement la moitié 

d’entre eux pouvait détecter leur cible dans l’application recommandée par le fabricant 

(Berglund et al., 2008). Une approche basée sur les protéines de fusion permettrait la 

détection spécifique des GPCRs. En effet, cette approche est basée sur le peptide ligand du 

récepteur qui bénéficie de plusieurs millions d’années de coévolution avec sa cible, 

résultant en une affinité très élevée. Toutefois, l’approche basée sur les protéines de fusion 

fluorescentes que j’ai explorée durant ma maîtrise n’est pas compatible avec la détection 

des populations endogènes de récepteur. En effet, ceux-ci sont trop peu abondants, 

seulement quelques fentomoles de récepteurs par cm2 de cellules en culture. Aussi, la 

fluorescence n’est pas un outil assez sensible pour permettre la détection de ces récepteurs. 

Je m’étais donc fixé comme objectif de développer des protéines de fusion ligands des deux 

principales classes de GPCRs (A et B) permettant la détection des niveaux endogènes de 

ces récepteurs. Pour y arriver, j’ai proposé de remplacer le domaine fluorescent de mes 
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précédentes constructions par des domaines fonctionnels (enzymes ou domaine 

antigénique). Cela devrait permettre une amplification du signal émis par la protéine de 

fusion ce qui supportera la détection de faible quantité de GPCRs.  

La seconde problématique de recherche couverte par mon projet de doctorat concerne la 

stimulation du B2R. Des données précliniques suggèrent que la stimulation du B2R par son 

agoniste, la BK, cause de nombreux effets cardiovasculaires bénéfiques. En effet, 

l’administration de la BK entraine des effets anti-hypertensifs et des effets 

cardioprotecteurs (anti-hypertrophie, prévention des infarctus et prévention des arythmies; 

Blaes et Girolami, 2013). De plus, les effets thérapeutiques des inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine proviennent en partie de la stimulation du B2R par la BK 

(Linz et al., 1995). Malgré l’ensemble de ces effets bénéfiques, ni la BK ni aucun agoniste 

du B2R n’est utilisé en clinique. La raison est simple; la BK cause de nombreux effets 

extravasculaires indésirables. La BK peut stimuler directement les afférences sensorielles 

nerveuses menant ainsi à la perception de douleur (Golias et al., 2007). Toujours dans le 

système nerveux, la BK peut aussi stimuler la partie afférente du système nerveux 

autonome et causer ainsi de la tachycardie (Cloutier et al., 2002). Puisqu’il semblerait que 

la majorité des effets bénéfiques de la BK soient générés par une stimulation endothéliale et 

que les effets néfastes par une stimulation extravasculaire, j’avais comme objectif d’essayer 

trouver une solution pour dissocier les effets bénéfiques des effets néfastes. J’ai donc 

proposé qu’un ligand de haut poids moléculaire puisse permettre la stimulation vasculaire 

des récepteurs B2 de la BK sans stimuler les récepteurs extravasculaires. En effet, un ligand 

de haut poids moléculaire du B2R serait restreint au niveau vasculaire, car son haut poids 

moléculaire l’empêcherait de sortir de la circulation. Pour ce faire, j’ai fusionné une 

protéine de haut poids moléculaire à l’extrémité N-terminale de la BK et j’ai évalué 

l’activité pharmacologique d’une telle construction. 

En combinant les connaissances sur les protéines de fusion ainsi que sur les GPCRs, il sera 

possible d’étudier de manière plus approfondie ces récepteurs et d’ainsi générer des 

protéines de fusion conférant des nouvelles propriétés thérapeutiques ou diagnostiques aux 

ligands de ces récepteurs 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

1. Matériel 

 

1.1 Culture cellulaire 

Des cellules HEK 293a, obtenues de la compagnie Sigma-Aldrich ont été utilisées dans la 

grande majorité des 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 été utilisées comme 

cellules productrices pour la génération de l’entièreté des protéines de fusions évaluées 

dans cette thèse (voir section Production des protéines de fusion). 

Ces cellules ont aussi été utilisées pour générer des transfectants stables. Brièvement, ces 

cellules ont été transfectées puis maintenues en culture avec l’agent de sélection généticine 

(50 µg/ml, 3 semaines) avant d’être triées en fonction du transgène exprimé via cytométrie 

en flux. Les transfectants stables suivants ont été générés et utilisés : le récepteur myc-B2 de 

rat et le récepteur myc-B2 humain, toutes deux des constructions originales. 

D’autres lignées cellulaires ont aussi été utilisées dans certaines expériences. Les lignées 

MG-63 (ostéosarcome humain; ATCC # CRL-1427) et HOS (ostéosarcome humain; ATCC 

# CRL-1543) sont toutes deux des dons du Dr Patrice Poubelle, et ont été utilisées dans les 

expériences portant sur les ligands biotechnologiques du récepteur PTH1.  

 

1.2 Vecteurs 

De nombreux vecteurs ont été utilisés pour transfecter les cellules HEK 293a. La liste 

complète est présentée dans le Tableau 4. De nombreux vecteurs ont été générés 

spécialement pour ce projet. Les constructions originales réalisées dans le cadre de ce projet 

seront détaillées plus bas. 

 

1.2.1 Construction des vecteurs B2R et myc-B2R humains 

Le vecteur codant pour le récepteur B2 humain a été généré suite à l’amplification de la 

région codante de l’exon 3 du gène de ce récepteur (BDKRB2; Leeb-Lundberg et al., 2005) 
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à l’aide des oligonucléotides suivants à partir de l’ADN génomique de cellules 

endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVECs) : 5’- C GTT TAA ACG GGC 

CCT ATG CTC AAT GTC ACC TTG C -3’ et 5’- TTG GTA CCG AGC TCG TCA CTG 

TCT GCT CCC TGC -3’. Le produit de PCR a été cloné à l’intérieur du vecteur pcDNA3.1 

digéré avec les enzymes de restrictions XbaI et BamHI (digestion 2 heures à 37 ˚C) grâce à 

la technique de clonage Gibson Assembly. La séquence codant pour le récepteur B2 humain 

a été validée par séquençage.  

Tableau 4 : Vecteurs  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le vecteur codant pour le récepteur myc-B2 humain (hu myc-B2R) a été généré en extrayant 

la séquence codant pour le récepteur B2 du vecteur précédemment décrit à l’aide des 

amorces de PCR suivantes : 5'- C GTT TAA ACG GGC CCT ATG GAG CAG AAA CTC 
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ATC TCA GAA GAG GAT CTC AAT GTC ACC TTG CAA GG -3' et 5'-TTG GTA CCG 

AGC TCG TCA CTG TCT GCT CCC TGC -3'. Ce produit de PCR a été cloné dans le 

vecteur pcDNA3.1 digéré avec XbaI et BamHI grâce à la technique Gibson Assembly 

(Gibson et al., 2009). L’ajout d’un spacer (souligné) entre la séquence chevauchant le 

vecteur et celle chevauchant l’insert a permis l’insertion de la séquence de nucléotide 

codant pour l’épitope myc (EQKLISEEDL). La séquence codant pour le récepteur myc-B2 

humain a été validée par séquençage. 

 

1.2.2 Construction des vecteurs B2R et myc-B2R de rat 

L’ADN génomique de rat a été isolé à partir d’une culture primaire de cellules de Leydig 

(don du Dr J. Tremblay). Le vecteur codant pour le récepteur B2 de rat a été généré en 

amplifiant par PCR la région codante de l’exon 3 du gène de ce récepteur avec les amorces 

de PCR suivantes : 5’- C GTT TAA ACG GGC CCT ATG TTC AAC ATC ACC ACG 

CAA G -3’ et 5’- TTG GTA CCG AGC TCG TCA CTG CTT GTT CCC CGC -3’. Le 

produit de PCR a été cloné à l’intérieur du vecteur pcDNA3.1 digéré avec les enzymes de 

restrictions XbaI et BamHI grâce à la technique de clonage Gibson Assembly. La séquence 

codant pour le récepteur B2 de rat a été validée par séquençage. Afin de générer le vecteur 

codant pour le récepteur myc-B2 de rat (rt myc-B2R), les amorces de PCR suivantes ont été 

utilisées afin d’amplifier l’insert du vecteur décrit plus haut : 5'- C GTT TAA ACG GGC 

CCT ATG GAG CAG AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG ATG TTC AAC ATC 

ACC ACG CAA G -3' et 5' – TTG GTA CCG AGC TCG TCA CTG CTT GTT CCC CGC 

- 3'. Ce produit de PCR a été cloné dans le vecteur pcDNA3.1 digéré avec XbaI et BamHI 

grâce à la technique Gibson Assembly. L’ajout d’un spacer (souligné) entre la séquence 

chevauchant le vecteur et celle chevauchant la séquence du récepteur B2 de rat a permis 

l’insertion de la séquence de nucléotides codant pour l’épitope myc (EQKLISEEDL). La 

séquence codant pour le récepteur myc-B2 de rat a été validée par séquençage. 

 

1.2.2 Construction du vecteur EGFP-MK 

Le vecteur EGFP-MK, a été produit par la délétion de la séquence d’ADN du signal peptide 

de s-EGFP-MK (forme sécrétée de cette protéine de fusion rapportée dans Charest-Morin et 

al., 2013) selon la méthode de Hansson (Hansson et al., 2008). La délétion s’est faite à 
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l’aide des amorces de PCR suivantes : 5’-CCC AAG CTT CTA GAC CAT GGT GAG 

CAA GGG CGA G-3’ et 5’-CTC GCC CTT GCT CAC CAT GGT CTA GAA GCT TGG 

G -3’. 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 du vecteur APEX2-(NG)15-MK 

L’agoniste du récepteur B2, APEX2-(NG)15-MK, a été généré en fusionnant la peroxydase 

APEX2 à l’extrémité N-terminale de l’analogue de la bradykinine MK. APEX2 est une 

peroxydase génétiquement modifiée crée à partir de la peroxydase de soya APX (K14D, 

W41F, E112K, A134P; Lam et al., 2015). Afin de minimiser le possible encombrement 

stérique entre la peroxydase et le récepteur cible de cette protéine de fusion, un spacer fait 

de 15 répétitions du dimère Asn-Gly (NG)15 a été inséré entre la MK et APEX2. Le spacer 

formé de répétitions du dimère Asn-Gly a été précédemment rapporté comme efficace dans 

la génération de protéines de fusion et compatible avec le milieu extracellulaire. (Fortin et 

al., 2009; Charest-Morin et Marceau, 2016). Afin de générer ce vecteur, les amorces de 

PCR suivantes ont été utilisées afin d’amplifier la séquence codante pour la peroxydase à 

partir du vecteur pcDNA3.1-APEX2-NES (Addgene): 5’-C GTT TAA ACG GGC CCT 

ATG GAC TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG GG-3’ et 5’- GTT GAT CTT AGG 

CAA ATC GCC GTT GCC GTT GCC GTT G-3’. À l’aide de technique Gibson Assembly, 

le produit de ce PCR a été cloné à l’intérieur du vecteur HSA-(NG)15-MK (voir plus bas) 

préalablement linéarisé par PCR avec les amorces suivantes : 5’- GAT TTG CCT AAG 

ATC AAC CGC AAA G-3’ et 5’- AGG GCC CGT TTA AAC GCT AG- 3’. La séquence 

codant pour cette protéine de fusion a été confirmée par séquençage. 

 

1.2.4 Construction des vecteurs codants pour les protéines de fusion basées sur la HSA 

De nombreux vecteurs ont été générés avec l’objectif de créer un ligand de haut poids 

moléculaire agoniste du récepteur B2 de la BK. Pour ce faire, diverses combinaisons de 

spacers et d’agonistes ont été fusionnées à l’extrémité C-terminale de l’albumine sérique 

humaine (HSA). Un vecteur codant pour la HSA a été acheté à la compagnie Origene 

Technologies. Ce vecteur contient la séquence complète de la HSA ainsi que son peptide 
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signal ce qui permet aux cellules productrices transfectées avec ce vecteur de sécréter la 

protéine codée par le vecteur. 

La première construction basée sur la HSA qui fut généré est la HSA-MK. Il s’agit d’une 

protéine de fusion basée sur le ligand fluorescent agoniste du récepteur B2 précédemment 

rapporté, EGFP-MK. En effet, la séquence codant pour le peptide amphibien MK a été 

fusionnée à l’extrémité C-terminale de la HSA. Pour ce faire, la séquence codant pour la 

HSA a été amplifiée par PCR à partir du vecteur commercial à l’aide des amorces 

suivantes : 5’- GTT TAA ACG GGC CCT ATG AAG TGG GTA ACC TT-3’ et 5’- TT 

AGG CAA ATC TAA GCC TAA GGC AGC TTG ACT TGC-3’ alors que la séquence de 

la MK était amplifiée avec les amorces suivantes à partir du vecteur EGFP-MK : 5’-C TTA 

GGC TTA GAT TTG CCT AAG ATC AAC CGC AAA GG-3’ et 5’- TTG GTA CCG 

AGC TCG TTA TCG AAA AGG GGA GAA CCC CG-3’. Les deux PCRs ont par la suite 

été clonés dans le vecteur pcDNA3.1 préalablement digéré avec XbaI et BamHI. 

D’autres protéines de fusion basées sur la HSA ont été générées avec différentes 

combinaisons de spacers et d’agonistes. HSA-(NG)5-BK est inspirée de la construction 

EGFP-S4P1, une protéine de fusion fluorescente agoniste du récepteur B1 de la bradykinine 

(Charest-Morin et Marceau, 2016). Afin de générer cette protéine de fusion, la séquence de 

la HSA a été amplifiée par PCR à partir du vecteur codant pour la HSA à l’aide des 

amorces suivantes : 5’-C GTT TAA ACG GGC CCT ATG AAG TGG GTA ACC TTT 

ATT TC-3’ et 5’-TTG GTA CCG AGC TCG TTA TCG AAA AGG GGA GAA CCC 

CGG TGG ACG GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT GCC GTT TAA GCC TAA 

GGC AGC TTG-3’. La présence d’un spacer de nucléotides (souligné) entre la séquence 

chevauchant celle de la HSA et celle du vecteur pcDNA3.1 a permis d’introduire (NG)5-BK 

en position C-terminale de la HSA. Le produit de ce PCR a été cloné dans le vecteur 

pcDNA3.1 préalablement digéré avec XbaI et BamHI à l’aide de la technique Gibson 

Assembly. La protéine de fusion HSA-MISI (MISI : maximakinin with Ile-Ser insert) a été 

générée par mutagenèse dirigée par oligonucléotides à l’aide des amorces de PCR 

suivantes : 5’-CGC AAA GGA CCA ATC AGC CGT CCA CCG GGG-3’ et 5’-CCC CGG 

TGG ACG GCT GAT TGG TCC TTT GCG-3’. Ces amorces ont permis d’amplifier la 

séquence de HSA-MK tout en insérant les résidus Ile et Ser (soulignés dans amorces) entre 

la séquence codant pour la BK dans la MK et l’extension hydrophile de cette dernière. 
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Par la suite, une autre série de protéines de fusion basée sur la HSA furent générées, mais 

cette fois-ci l’objectif était d’introduire un grand nombre (>30) de répétitions du dimère 

Asn-Gly entre la HSA et la MK. Afin d’y arriver, la séquence de la HSA a été amplifiée par 

PCR à l’aide des oligonucléotides suivants : 5’- C GTT TAA ACG GGC CCT ATG AAG 

TGG GTA ACC TTT ATT TC-3’ et 5’- CTT GTA GTC TAA GCC TAA GGC AGC 

TTG-3’. La séquence de nucléotides codant pour (NG)x-MK a été produite en deux étapes. 

Premièrement, un PCR a permis d’extraire la séquence (NG)15-Lys-des-Arg9-BK du 

vecteur EGFP-S4P1 avec les amorces suivantes : 5’-GAC GAG CTG TAC AAG GAC 

TAC AAG GAC GAC GAC GAC AAG AAC GGC AAC GGC AAC GGC-3’ et 5’- TG 

GTA CCG AGC TCG TTA AAA AGG GGA GAA CCC-3’. La présence d’un spacer de 

nucléotides (souligné) entre la séquence chevauchant celle de la EGFP et celle du spacer 

Asn-Gly a permis d’introduire la séquence codant pour l’épitope FLAG (DYKDDDDK) en 

position N-terminale de (NG)15-Lys-desArg9-BK facilitant ainsi la manipulation à venir du 

spacer Asn-Gly. Par la suite, un second PCR a permis d’amplifier la séquence FLAG-

(NG)15 tout en insérant la séquence de la MK (soulignée) en position C-terminale via les 

amorces suivantes : TTA GGC TTA GAC TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG AAT 

GG-3’ et 5’- TTG GTA CCG AGC TCG TTA TCG AAA AGG GGA GAA CCC CGG 

TGG ACG TGG TCC TTT GCG GTT GAT CTT AGG CAA ATC ACG CTT GCC GTT 

GCC GTT-3’. Le second PCR ainsi que celui fait sur la séquence de la HSA ont tous deux 

été clonés dans le vecteur pcDNA3.1 préalablement digéré avec XbaI et BamHI via la 

technique Gibson Assembly. Toutefois, étant donné la nature répétitive du spacer Asn-Gly, 

des protéines de fusion HSA avec différents nombres de répétition du spacer ont été 

obtenues. En effet, les protéines de fusion HSA-(NG)15-MK, HSA-(NG)30-MK, HSA-

(NG)45-MK et HSA-(NG)60-MK ont été obtenues et validées par séquençage. 

La dernière protéine de fusion HSA à avoir été produite est la forme cytosolique de HSA-

MK avec un épitope myc en position N-terminale (cyto myc-HSA-MK). Cette protéine de 

fusion a été produite en remplaçant les 18 premiers acides aminés de la séquence de la HSA 

qui sont nécessaires pour la sécrétion (MKWVTFISLLFLFSSAYS) par ceux codant pour 

l’épitope myc (MEQKLISEEDL). Pour ce faire, la séquence de HSA-MK précédemment 

mentionnée a été amplifiée (sans le signal de sécrétion) à l’aide des amorces de PCR 

suivantes : 5’- C GTT TAA ACG GGC CCT ATG GAG CAG AAA CTC ATC TCA GAA 
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GAG GAT CTC AGG GGT GTG TTT CGT CGA-3’ et 5’- TTG GTA CCG AGC TCG 

TTA TCG AAA AGG GGA GAA CC-3’. La présence d’un spacer de nucléotides 

(souligné) entre la séquence chevauchant celle du vecteur pcDNA3.1 et celle de la HSA a 

permis d’introduire l’épitope myc en position N-terminale de la nouvelle protéine de 

fusion. Ce produit de PCR a par la suite été cloné dans le vecteur pcDNA3.1 préalablement 

digéré avec XbaI et BamHI par la technique Gibson Assembly. Les séquences de 

l’ensemble des protéines de fusion mentionnées plus haut ont été validées par séquençage 

automatisé. 

 

1.2.5 Construction des vecteurs codants pour les protéines de fusion agonistes du PTH1R 

Le vecteur codant pour PTH-myc a été obtenu de la compagnie OriGene et a été utilisé tel 

quel. La protéine de fusion PTH-APEX2 a été générée en fusionnant la séquence codant 

pour la prepro-PTH1-84 à l’extrémité N-terminale de la peroxydase APEX2. Puisqu’elle 

contient le peptide signal et la pro-séquence de la PTH, cette protéine de fusion sera 

sécrétée par les cellules productrices. Pour générer PTH-APEX2, la séquence codant pour 

la preproPTH1-84 a été amplifiée par PCR à partir du vecteur codant pour PTH-myc à l’aide 

des amorces suivantes : 5’- C GTT TAA ACG GGC CCT ATG ATA CCT GCA AAA 

GAC ATG-3’ et 5’-CTT GTA GTC CTG GGA TTT AGC TTT AGT TAA TAC-3’. La 

séquence codant pour APEX2 a été amplifiée par PCR à l’aide des amorces suivantes : 5’-

AA TCC CAG GAC TAC AAG GAT GAC GAC G-3’ et 5’-TTG GTA CCG AGC TCG 

TTA GTC CAG GGT CAG GCG-3’. Les deux produits de PCR ont par la suite été clonés 

à l’intérieur du vecteur pcDNA3.1 préalablement digéré avec XbaI et BamHI par la 

technique Gibson Assembly. La séquence codant pour PTH-APEX2 a été confirmée par 

séquençage. 

La protéine de fusion PTH-HRP a été générée selon une stratégie similaire. En effet, la 

peroxydase de raifort (horseradish peroxydase, HRP) a été fusionnée à l’extrémité C-

terminale de la preproPTH1-84. Pour ce faire, la séquence de la PTH a été amplifiée à partir 

du vecteur PTH-myc avec les amorces de PCR suivantes : 5’-C GTT TAA ACG GGC CCT 

ATG ATA CCT GCA AAA GAC-3’ et 5’-C ATA TGG ATA CTG GGA TTT AGC TTT 

AGT TAA TAC-3’. Dans le même ordre d’idée, la séquence codant pour la peroxydase 

HRP a été amplifiée à partir d’un vecteur codant pour la HRP (pCMV-erHRP, N175S 
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mutant; Addgene) : 5’-AA TCC CAG TAT CCA TAT GAT GTT CCA GAT TAT G-3’ et 

5’-TTG GTA CCG AGC TCG TTA CAA GTC AGA-5’. La séquence codant pour PTH-

HRP a été validée par séquençage. 

 

1.3 Agents pharmacologiques 

Outre les protéines de fusion mentionnées plus haut, les cellules et tissus ont été stimulées 

avec de nombreux agents pharmacologiques. Ceux-ci sont répertoriés dans le Tableau 5 

avec leur origine et leur utilisation. 

 

Tableau 5 : Agents pharmacologiques 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Méthodes 

 

2.1 Transfections  

Plusieurs expériences, notamment la production des protéines de fusion, sont basées sur la 

transfection de cellules HEK 293a avec le polyethylèneimine (PEI). Brièvement, les 
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cellules ont été ensemencées de manière à atteindre une confluence de 60-80% le 

lendemain. Elles ont ensuite été transfectées en utilisant la quantité appropriée d’ADN 

selon la surface de culture (flacon 75 cm2 : 15 µg; flacon 25 cm2 : 5 µg; pétri 8 cm2 : 2 µg; 

plaque 24 puits : 0,75 µg/puits). L’ADN a été dissout dans une solution de NaCl 150 mM et 

le PEI (1 µg/µl) a été ajouté dans un ratio de 4 :1 avec l’ADN. Cette solution a été incubée 

à température pièce pendant 30 minutes avant d’être ajoutées aux cellules fraichement 

changées de milieu. Généralement, les cellules étaient incubées 48 heures avec un 

changement de milieu après 24 heures avant d’être utilisées. 

 

2.2 Production des protéines de fusion 

L’ensemble des protéines de fusion ont été produites dans des cellules HEK 293a 

transfectées transitoirement avec le vecteur codant pour la protéine de fusion que l’on 

désirait produire. Certaines protéines de fusion ont été produites en tant que lysat cellulaire; 

c’est à dire qu’elles s’accumulaient dans le cytosol des cellules productrices alors que 

d’autres contenaient une séquence leur permettant d’être sécrétées dans le milieu de culture. 

 

2.2.1 Production des protéines de fusion non-sécrétées 

Les protéines de fusion EGFP-MK, APEX2-(NG)15-MK (Fig. 4) et cyto myc-HSA-MK 

(Fig. 6) ont toutes été produites en tant que lysat cellulaire. Brièvement, des cellules HEK 

293a ont été transfectées transitoirement avec le vecteur approprié avec le réactif de 

transfection PEI. Quarante-huit heures après la transfection, le milieu des cellules 

productrices a été retiré et puis ces cellules ont été rincées 2 fois avec du 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 (15,000 g; 10 minutes) et le surnageant (le lysat) fut 

utilisé comme solution concentrée de protéines de fusion. Des cellules transfectées avec 

APEX2, pcDNA3.1 ou EGFP-N3 ont été utilisées comme contrôles dans diverses 

expériences. Pour les cellules productrices transfectées avec APEX2 ou APEX2-(NG)15-

MK, une variante de ce protocole a été utilisée afin d’optimiser l’activité enzymatique de 

ces constructions. En effet, 24 heures après la transfection, le milieu de culture des cellules 

productrices a été supplémenté avec de l’hémine (concentration finale 7 µM; basé sur le 
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protocole de supplémentation en hème publié par Martell et al., 2016). L’hémine est une 

forme oxydée de l’hème, une molécule au cœur du site catalytique de la peroxydase 

APEX2. L’ajout d’hémine, qui sera éventuellement convertie en hème par les cellules 

productrices, permet l’optimisation de la production de protéines APEX2 actives. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Représentation schématique de la protéine de fusion APEX2-(NG)15-MK. 

Séquences en acides aminés des différents domaines de la protéine de fusion APEX2-

(NG)15-MK et représentation hypothétique de la liaison de cette protéine de fusion au 

récepteur B2. 
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Figure 5. Représentation schématique des protéines de fusion avec un domaine peroxydase 

(intrinsèque ou assemblé) évaluées pour la détection du récepteur PTH1. 

Les protéines de fusion avec domaine peroxydase évaluées sont composées de la séquence 

complète de la prepro-PTH1-84 fusionnée à l’extrémité N-terminale d’une peroxydase (PTH-

APEX2 ou PTH-HRP) ou d’un domaine antigénique reconnu par des anticorps 

monoclonaux disponibles commercialement (PTH-myc). Le domaine peroxydase de ces 

constructions est détecté à l’aide de substrats colorimétriques (TrueBlue™ ou TMB) ou 

d’un substrat luminescent (luminol). La détection des peroxydases est aussi rendue possible 

par la biotine-phénol ou la biotine-tyramide, des substrats des peroxydases qui 

lorsqu’oxydés forment des liaisons covalentes avec les protéines proximales. Les molécules 

de biotines liées de manière covalentes sont quant à elles détectées à l’aide de conjugués de 

streptavidine.  
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Figure 6. Représentation schématique des protéines de fusion HSA. 

Séquences en acides aminés des différents domaines des protéines de fusion HSA et 

représentation hypothétique de la liaison de ces protéines de fusion au récepteur B2. 

 

2.2.2 Production des protéines de fusion sécrétées 

Plusieurs ligands biotechnologiques rapportés dans cette thèse ont été produits sous forme 

de milieu conditionné (MC); c’est à dire le milieu de culture dans lequel la protéine de 

fusion a été sécrétée par les cellules productrices. Cela est rendu possible par la 

conservation de la séquence prépro- de la PTH1-84 dans les ligands biotechnologiques du 

PTH1R et par la conservation du signal sécrétoire de la HSA. En effet, cette séquence qui 

est hydrolysée lors des processus de synthèse et de sécrétion, permet à la protéine de fusion 

de s’accumuler dans le milieu de culture des cellules productrices. 

 Brièvement, afin de générer des protéines de fusion agonistes du PTH1R (Fig. 5), des 

cellules HEK 293a ont été transfectées avec le vecteur approprié puis incubées à 37 ˚C 

durant 72 heures. Après cette période, le milieu de culture, maintenant milieu conditionné, 
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est récolté et centrifugé à vitesse maximale durant 10 minutes afin d’éliminer les débris 

cellulaires. Le milieu conditionné ainsi obtenu est utilisé soit tel quel ou dilué. 

Les protéines de fusion sécrétées basées sur la HSA (Fig. 6) ont été produites par un 

protocole semblable à celui décrit plus haut, mais avec quelques différences. Vingt-quatre 

heures suite à la transfection des cellules productrices, le milieu de culture de ces cellules a 

été remplacé par du milieu de culture sans FBS, supplémenté avec 10% Cell-Ess®. Le Cell-

Ess® est une solution contenant plusieurs facteurs de croissance d’origine synthétique 

conçue pour remplacer le FBS dans la culture cellulaire. Le Cell-Ess® a été utilisé dans la 

production des protéines de fusion HSA, car le FBS est riche en albumine sérique bovine 

(BSA), l’équivalent de la HSA chez le veau. Il était donc préférable d’utiliser le Cell-Ess®, 

car la BSA présente dans le sérum aurait pu interférer avec les processus de quantification 

et de purification subséquents. Une fois le milieu de culture remplacé, les cellules 

productrices ont été incubées 72 heures à 37 ˚C. Après cette incubation, le milieu 

conditionné a été centrifugé afin de le débarrasser des débris cellulaires. Les protéines de 

fusion HSA ont par la suite été purifiées et concentrées à l’aide de colonnes Mimetic Blue® 

SA HL P6XL et une pompe pousse-seringue à infusion. Les colonnes Mimetic Blue® sont 

des colonnes de chromatographie par affinité contenant une résine qui lie sélectivement 

l’albumine et les protéines apparentées à celle-ci. Brièvement, à l’aide de la pompe pousse-

seringue à infusion, la colonne Mimetic Blue® (1 ml) a été équilibrée avec 20 ml de PBS 

pH 7,4 avant d’être chargée avec le MC ou le lysat contenant une protéine de fusion HSA 

(50-100 ml pour les MCs et 1-2 ml pour les lysats). Ensuite, la colonne a été lavée avec 30 

ml de PBS et les protéines de fusion HSA ayant liées la colonne ont été éluées avec une 

solution d’octanoate de sodium (60 mM dans PBS pH 7,4). Plusieurs fractions de 5 ml ont 

été éluées et la présence de protéines de fusion HSA a été déterminée par un dosage 

protéique et un immunobuvardage. Suite à l’élution des ligands biotechnologiques, la 

colonne a été nettoyée avec 15 ml de NaOH 1 M, rincée avec 15 ml de PBS puis remplie de 

tampon d’entreposage (éthanol 20%/NaCl 0,1 M 80% (v/v)). Chaque colonne a été utilisée 

plusieurs fois selon ce protocole. 

 

2.2.3 Validation de l’identité des protéines de fusion par immunobuvardage 
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Toutes les protéines de fusion ont été validées par immunobuvardage suite à la migration 

des lysats ou des MCs sur gels de polyacrylamide (7-15 % selon le poids moléculaire de la 

protéine de fusion; selon le protocole rapportée par Bawolak et al., 2007). Celles-ci ont été 

détectées par une panoplie d’anticorps correspondant aux différents domaines des protéines 

de fusion à l’étude. La liste des anticorps utilisés pour la caractérisation des protéines de 

fusion est présentée dans le Tableau 6. 

 

Tableau 6 : Anticorps utilisés pour les immunobuvardages 

 

2.2.4 Dosage des protéines de fusion 

Les différentes protéines de fusion ont été dosées à l’aide d’ELISA. Les protéines de fusion 

PTH ont toutes été dosées avec un ELISA anti-PTH (Genway Biotech) alors que les 

protéines de fusion basée sur la HSA ont toutes été dosées avec un ELISA anti-HSA 

(Abcam). Les dosages ont tous été fait en duplicata et sont représentatifs de plusieurs 

expériences. 

 

2.3 Microscopie 

L’ensemble des expériences de microscopie ont été effectuées à l’aide du microscope 

Olympus BX51 couplé à une caméra digitale CoolSnap HQ ou à une caméra couleur 

QImaging MicroPublisher 3.3 RTV. 

 

2.3.1 Microscopie à fluorescence 

Pour les expériences de microscopie à fluorescence, des cellules HEK 293a ont été 

ensemencées dans des pétris de 35 mm et transfectées ou non avec le récepteur approprié. 
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Dans certains cas, les cellules exprimaient aussi un second transgène fluorescent. Dans la 

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

protéines de fusion comme indiqué dans la légende des figures. Dans le cas où des 

antagonistes ont été utilisés, ceux-ci ont été ajoutés 15 minutes avant l’ajout des agonistes. 

Après les stimulations, les cellules furent rincées au PBS puis observées en microscopie 

avec un microscope Olympus BX51 couplé à la caméra digitale CoolSnap HQ (filtre pour 

GFP ou AlexaFluor488 (AF488): excitation 460-500 nm, émission 510-660 nm; filtre pour 

mCherry, QDots-705 ou AlexaFluor594 (AF594) : excitation 525-555 nm, émission 600-

660 nm). L’objectif utilisé était le 100x oil UPlanApo. 

Un protocole basé sur le Tyramide signal amplification kit a été utilisé pour une expérience. 

Des cellules HEK 293a non-transfectées ou exprimant le PTH1R ainsi que des cellules MG-

63 ont été stimulées avec une combinaison de PTH-myc et d’anti-myc 4A6. Après une 

incubation de 30 minutes à 37 ˚C, les cellules ont été rincées puis fixées avec du 

paraformaldéhyde (concentration finale 1%, 10 minutes à température pièce suivi de trois 

rinçage avec du PBS) avant d’être perméabilisées avec une solution de Triton-X-100 5% (5 

minutes à TP suivi de 3 rinçage avec PBS). Après avoir bloqué les sites de liaisons non-

spécifiques, (BSA 1%, 1 heure à TP), les cellules ont été incubées 1 heure avec un 

anticorps anti-mouse IgG couplé à la HRP. Suite à 3 rinçage avec du PBS, les cellules ont 

été incubées 15 minutes avec un conjugué fluorescent de la tyramide : Tyramide-AF488. 

Après un dernier rinçage avec du PBS, les cellules ont été observées avec la caméra digitale 

CoolSnap. 

Un protocole apparenté a été appliqué aux protéines de fusion PTH-HRP et PTH-APEX2. 

En effet, des cellules HEK 293a transfectées (pcDNA3.1 ou PTH1R) ou des cellules HOS 

ont été stimulées 30 minutes avec l’une de ces protéines de fusion. Les cellules ont par la 

suite été incubées avec le réactif biotine-phénol ou biotinyl-tyramide (concentration finale 1 

µM, 30 min, TP) avant d’être incubées avec un conjugué de streptavidine (SA). La biotine-

phénol et la biotinyl-tyramide, tout comme la tyramide-AF-488, forme un radical phenoxyl 

très réactif lorsqu’oxydées par une peroxydase (Mayer et Bendayan, 1997). Ce radical va 

très rapidement former des liens covalents avec des protéines avoisinantes de la peroxydase 

(à l’intérieur d’un rayon de 20 nm). La présence de biotine liée de manière covalente a été 

détectée avec SA-Qdots-705 (observation en fluorescence avec la caméra digitale CoolSnap 
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HQ) ou SA-HRP (observation en transmission suite à une incubation avec le substrat des 

peroxydases TrueBlue™ (voir prochaine section)). 

 

2.3.2 Détection optique des protéines de fusion avec domaine peroxydase liées à leur 

récepteur cible  

Un des avantages de l’utilisation des peroxydases pour la détection des GPCRs est la 

grande disponibilité d’une variété de substrats de ces enzymes. Parmi ceux-ci, le 

TrueBlue™ est rapporté comme étant l’un des substrats les plus sensibles, plus sensible que 

le 3,3-diaminobenzidine (DAB). Lorsque le TrueBlue™ est oxydé par une peroxydase, 

celui-ci forme un précipité insoluble bleu foncé facilement détectable.  

Des cellules HEK 293a transfectées avec le récepteur approprié ou un vecteur vide ainsi 

que des cellules HOS ont été stimulées avec une protéine de fusion avec un domaine 

peroxydase (30 minutes, 37 ˚C). Suite à 3 rinçages avec du PBS, ces cellules ont été 

incubées avec la solution de TrueBlue™ jusqu’à ce que la coloration soit optimale. Les 

cellules ont été observées avec la caméra couleur QImaging MicroPublisher 3.3 RTV à un 

grossissement final de 100x. Ce protocole correspond au protocole A pour les protéines de 

fusion PTH alors que celui mentionné dans la section précédente correspond au protocole 

B.  

 

2.4 Essais de liaison de la [3H]BK à son récepteur 

Les essais de liaison ont été faits sur des cellules adhérentes, intactes et présentant une 

confluence quasi maximale, ensemencées dans des plaques de 24 puits. La version tritiée de 

l'agoniste naturel BK ([3H]BK ; PerkinElmer,90 Ci/mmol) a été utilisée pour la réalisation 

des essais sur le B2R. Le tampon employé pour la réalisation des essais de liaison au niveau 

du B2R est composé de PBS supplémenté avec 0,02% azoture de sodium, 0,1 % BSA, 1 

mM fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF) et 1 µM captopril. Ce tampon a été utilisé 

comme pour empêcher la dégradation des ligands grâce à la présence d'inhibiteurs de 

peptidases et de protéases, tout en conservant toutefois des caractéristiques physiologiques. 

Puisque ces essais avaient comme objectifs d’élucider les propriétés des récepteurs au 

niveau de la membrane plasmique, il était nécessaire d'empêcher le phénomène 

d'endocytose auquel est soumis le B2R activé en maintenant la température sous 4 °C et par 
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la présence d’azoture de sodium dans le tampon de liaison. Deux expériences distinctes ont 

été effectuées avec la [3H]BK : des essais de saturation et des essais de compétition. 

 

2.4.1 Essais de saturation 

Les nouvelles constructions myc-B2R (rat et humain) exprimées de manière stable par des 

cellules HEK 293a ont d'abord été validées pour leur expression et leur capacité à lier la 

BK par la réalisation de courbes de saturation. Pour ce faire des quantités croissantes de 

[3H]BK (0,5 à 7 nM) ont été ajoutées aux puits. Dans cette expérience, la moitié des puits 

contenaient un excès de ligand non radiomarqué, afin d'évaluer la liaison non spécifique 

pour une concentration donnée de [3H]BK. Les valeurs ainsi obtenues pouvaient ensuite 

être soustraites de la liaison totale obtenue dans les puits appariés ne contenant que le 

ligand radiomarqué, afin de permettre le calcul de la liaison spécifique. Suivant une période 

d'incubation permettant l'atteinte de l'équilibre de liaison (90 minutes sur glace), les cellules 

ont été rapidement lavées à 3 reprises avec du PBS. L'ajout de 1 ml de NaOH 0,1 M a servi 

à solubiliser les membranes cellulaires afin de récupérer la radioactivité. La solution de 

NaOH a été récoltée avant d’être mélangée avec 7 volumes de liquide de scintillation et 

chaque échantillon a été compté par scintillation afin de quantifier la radioactivité présente 

dans les suspensions cellulaires. Les essais de saturation ont permis d’obtenir les 

paramètres pharmacologiques suivants des nouvelles constructions : l’affinité (Kd) et la 

quantité de récepteur exprimés (Bmax). 

 

2.4.2 Essais de compétition 

La construction des courbes de compétition pour les nouveaux ligands du B2R a été réalisée 

par l’ajout de concentrations croissantes des ligands à l'étude en compétition à une 

concentration constante de radioligand (3 nM de [3H]BK). Après une période d'incubation 

permettant l'atteinte de l'équilibre de liaison (90 minutes sur glace), les cellules furent 

rapidement rincées avec du PBS et solubilisées dans du NaOH 0,1 M. Les suspensions ainsi 

obtenues ont ensuite été récoltées et comptées. L'affinité des nouveaux ligands pour un 
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récepteur donné est exprimée en terme de Ki, une constante de dissociation calculée à partir 

du Kd déjà connu du ligand radioactif de référence. L'équation servant à calculer cette 

valeur est Ki = IC50/(1+ L/Kd), où le terme IC50 est la concentration du nouveau ligand 

nécessaire pour déplacer de la moitié des sites spécifiques le ligand radiomarqué, le terme L 

est la concentration du ligand radiomarqué et le terme Kd est la constante de dissociation du 

ligand. 

 

2.5 Évaluation de l’activité pharmacologique des protéines de fusion 

2.5.1 Mobilisation calcique 

La mobilisation calcique induite par des agonistes du B2R a été quantifiée grâce aux 

colorants fluorescents FURA2-AM et FLUO4-AM. Le groupement acetoxymethyl (AM) 

de ces deux colorants leur permet de diffuser à l’intérieur des cellules, où le groupement 

AM sera clivé par des estérases intracellulaires piégeant ainsi le colorant à l’intérieur de la 

cellule. Lorsque les cellules sont activées par un stimulus entrainant une réponse calcique, 

le colorant va lier le calcium ce qui va induire une augmentation de sa fluorescence de 

manière transitoire. Des cellules HEK 293a non-transfectées ou exprimant stablement l’un 

des récepteurs myc-B2 ont d’abord été décollées à l’aide du Enzyme-Free Cell Dissociation 

Buffer (Invitrogen), puisqu’il a été démontré que la trypsine pouvait cliver et activer le 

récepteur B2 (Bachvarov et al., 2001). Après avoir été décollées, les cellules ont été 

centrifugées et resuspendues dans le tampon de mobilisation calcique (HBSS pH 7,4 

supplémenté avec 10 mM HEPES et 1,6 mM CaCl2). Chaque flacon de 75 cm2 supporte 3 

déterminations. Ensuite, le FURA2-AM ou le FLUO4-AM ont été ajoutés aux cellules à 

une concentration finale de 1 µM. Les cellules ont par la suite été incubées 30 minutes à 37 

˚C sous légère agitation afin de permettre l’entrée et la capture du marqueur calcique à 

l’intérieur des cellules. Après cette incubation, les cellules ont été centrifugées puis 

resuspendues dans un volume approprié. La mobilisation calcique a été enregistrée à partir 

de 2 ml de suspension cellulaire dans un spectrofluorimètre thermostaté (37 ˚C; FURA2-

AM : excitation 340 nm, émission 510 nm; FLUO4-AM : excitation 496 nm, émission 506 

nm). Dans chaque cuvette se trouvait un aimant sous contrôle d’un agitateur, ce qui assurait 

de maintenir les cellules en suspension tout en permettant une diffusion rapide et égale des 

stimuli. Après avoir enregistré le signal de base pendant 15 secondes, l’agoniste ou le 
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ligand putatif a été ajouté dans la cuvette et la fluorescence de la suspension cellulaire a été 

enregistrée sur une période de 2 minutes. Dans la situation où un antagoniste était 

nécessaire, celui-ci était ajouté à la suspension cellulaire 1 minute avant l’ajout de 

l’agoniste. Suite à la lecture, la fluorescence maximale (Fmax) était enregistrée en ajoutant 

15 µL de Triton-X-100 10%, puis la fluorescence minimale (Fmin) était à son tour observée 

en ajoutant 15 µL de NaOH 1 M et 100 µL d’EGTA 100 mM. Les concentrations de 

calcium intracellulaire mobilisées ont été calculées à l’aide de la formule suivante : 

[Ca2+]i=Kd((y-Fmin)/(Fmax-y)) où Kd représente l’affinité du colorant pour le calcium 

(FURA2 : 224 nM et FLUO4 : 335 nM; d’après la formule proposée par Grynkiewicz et al., 

1985). Dans cette équation y représente la lecture de fluorescence à un moment donné. Afin 

de permettre une meilleure comparaison entre les différentes expériences, les résultats de 

mobilisation calcique ont été exprimés en fold-increase de la concentration de calcium 

intracellulaire de base en fonction du temps. 

 

2.5.2 Évaluation de l’accumulation d’AMP cyclique par ELISA 

Puisque le récepteur PTH1 est principalement couplé à la protéine G Gα et non Gq comme 

pour le récepteur B2, il était impossible d’évaluer l’activité pharmacologique des protéines 

de fusion PTH via un essai de mobilisation calcique. C’est pourquoi, l’étude de l’activité 

pharmacologique de ces protéines de fusion a été approfondie via la quantification de 

l’accumulation d’AMPc suite à la stimulation du PTH1R. Pour ce faire, des cellules HEK 

293a transfectées avec PTH1R ont été ensemencées dans des pétris de 8 cm2 puis traitées 

avec différentes concentrations de PTH1-34, PTH1-84, PTH-myc ou PTH-HRP. Les cellules 

ont été stimulées sur une période de 10 minutes (37 ˚C), puis lysées avec la solution de lyse 

fournie dans le kit d’ELISA anti-AMPc (Cell BioLabs). Les échantillons ont par la suite été 

quantifiés grâce à la plaque d’ELISA anti-AMPc. Chaque échantillon a été analysé en 

duplicata. 

 

2.5.3 Immunobuvardages anti-c-Fos 

L’expression du facteur transcription c-Fos est un évènement de signalisation commun à de 

nombreux GPCRs (Syme et al., 2005). L’accumulation de c-Fos après la stimulation des 
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récepteurs B2 et PTH1 a été démontrée de nombreuses fois dans le passé (McCauley et al., 

1997; Bawolak et al., 2009). Des cellules HEK 293a non-transfectées, ou exprimant le 

récepteur approprié (stablement ou transitoirement) ont été stimulées avec des agonistes ou 

des protéines de fusion sur des périodes variant de 30 minutes à 6 heures (37 ˚C). Par la 

suite, les cellules ont été lysées et les extraits cellulaires totaux ont été migrés sur des gels 

de polyacrylamide. Un protocole d’immunobuvardage semblable à celui décrit plus tôt a été 

appliqué et la protéine c-Fos a été détectée grâce à l’anticorps polyclonal de lapin anti-c-

Fos K25 (Tableau 6). 

 

2.6 Cytométrie en flux (FACS) 

Afin de pouvoir quantifier l’internalisation de l’anticorps anti-myc fluorescent conjugué à 

PTH-myc, des cellules HEK 293a non-transfectées ou transfectées transitoirement avec le 

récepteur PTH1 ont été décollées de leur flacon à l’aide d’un tampon de dissociation sans 

protéase. Ces cellules ont été centrifugées, puis resuspendues dans du milieu de culture 

DMEM sans sérum avant d’être distribuées dans des tubes coniques Eppendorfs de 1,5 ml. 

C’est dans ces tubes que les cellules ont été stimulées avec PTH-myc ou PTH1-84 ainsi 

qu’avec l’anticorps anti-myc 4A6 conjugué à l’AF488. Après 30 minutes d’incubation à 37 

˚C sous légère agitation, les cellules ont été centrifugées, lavées, puis resuspendues dans du 

PBS. Les différentes suspensions cellulaires ont ensuite été analysées grâce à l'appareil de 

cytofluorimétrie BD SORP LSR II cell analyzer . Les résultats ont étés analysés à l’aide du 

logiciel BD FACS DIVA.  

 

2.7 Quantification de l’activité enzymatique des protéines de fusion avec domaine 

peroxydase liées à leur récepteur cible 

À l’aide d’un lecteur de plaque, une approche plus quantitative a été utilisée afin de 

quantifier l’activité enzymatique des protéines de fusion avec domaine peroxydase liées à 

leur récepteur cible.  

 

2.7.1 Détection chimiluminescente  
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Des cellules exprimant le récepteur approprié, de manière transitoire, stable ou endogène, 

ainsi que des cellules transfectées avec un vecteur vide ont été ensemencées dans des 

plaques 24 puits blanches et opaques (pour limiter la diffusion de la luminescence). Ces 

cellules ont par la suite été stimulées avec la protéine de fusion appropriée (30 minutes, 37 

˚C). Après 3 rinçages avec de l’HBSS, ces cellules ont été mises en contact avec une 

solution de luminol (Western Lightning Plus ECL substrate), et elles ont été 

immédiatement lues à l’aide d’un lecteur de plaque (TECAN® Infinite 200 PRO microplate 

reader). Les résultats sont exprimés en relative luminescence units (RLU). Afin de prouver 

la spécificité des protéines de fusion, leur liaison a été compétionnée avec un excès d’un 

ligand de leur récepteur cible (HOE-140 pour B2R et PTH1-34 pour PTH1R). 

 

2.7.2 Détection colorimétrique 

Des cellules exprimant le récepteur approprié, de manière transitoire, stable ou endogène, 

ainsi que des cellules transfectées avec un vecteur vide ont été ensemencées dans des 

plaques 24 puits. Celles-ci ont été traitées comme lors de la détection chimiluminescente à 

l’exception qu’après avoir été rincées 3 fois, elles ont été incubées 30 minutes 

supplémentaire avec une solution de 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) à l’abri de la 

lumière. Après cette seconde incubation, la réaction enzymatique a été arrêtée avec un 

volume égal d’une solution d’HCl 0,2 M, ce qui a eu comme effet de faire passer le produit 

d’oxydation bleu du TMB au jaune. L’absorbance de chaque puits a été lue à 450 nm à 

l’aide du lecteur de plaque. 

Étant donné le faible bruit de fond rencontré avec cette méthode, elle fut utilisée afin de 

générer des courbes de compétition avec les protéines de fusion utilisées comme ligands 

non-isotopiques. Pour ce faire, des concentrations croissantes de ligands ont été mises en 

compétition avec une concentration constante de protéines de fusion avec un domaine 

enzymatique. 

 

2.8 Essais de contractilité de la veine ombilicale humaine 

Le comité d’éthique du CHU de Québec a approuvé l’utilisation anonyme de cordons 

ombilicaux obtenus après césarienne élective (numéro de projet : 2012-323). Suite à 

l’obtention du cordon ombilical, la veine ombilicale a été isolée puis coupée en anneaux de 



 

 52 

2 à 3 mm. Les anneaux de veine ombilicales ont été utilisés dans un système de bains à 

organes isolés en tant qu’essai contractile pour les récepteurs B2 de la BK et H1 de 

l’histamine (Marceau et al., 1994; Gera et al., 2011; Charest-Morin et al., 2015). La veine 

ombilicale humaine peut être contractée par la stimulation du B2R par son agoniste de façon 

répétée, tout en présentant une réponse contractile stable (Marceau et al., 1994). 

Brièvement, après avoir été coupés en anneaux, les tissus ont été fixés dans les bains sous 

une tension basale. Les tissus ont été maintenus à une température de 37 °C, dans une 

solution de Krebs (117,5 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM KH2PO4, 1,18 mM MgSO4, 2,5 

mM CaCl2, 25 mM NaHCO3 et 5,5 mM D-glucose) oxygénée (95 % O2: 5% CO2). Les 

changements de tonus vasculaire suivant les traitements avec les différents agents 

contractiles ont été mesurés par des transducteurs couplés à des enregistreurs.  

L’essai de contractilité de la veine ombilicale humaine a été utilisé afin de déterminer la 

puissance de différents agents contractiles à l’étude (histamine, MK et BK). De plus, cet 

essai a permis d’étudier les effets de certains antagonistes des récepteurs H1 et B2, ainsi que 

ceux d’inhibiteurs de peptidases/protéases, sur la contraction de la veine ombilicale 

humaine induite par la MK. Brièvement, après une période d'équilibration initiale de 3 

heures suite au montage des tissus dans les bains, des courbes concentration-réponse ont été 

construites par l'ajout successif de quantités croissantes d’agent contractile dans le tampon 

de Krebs. Lorsque des antagonistes ou des inhibiteurs de peptidases sont utilisés, ceux-ci 

sont ajoutés aux bains 30 minutes avant la réalisation de la courbe concentration-effet. 

 

2.9 Essais in vivo 

Toutes les procédures expérimentales exécutées sur des animaux ont été revues et 

approuvées par le comité de protection des animaux de l’Université Laval, en accord avec 

les politiques et lignes directrices du Conseil canadien de protection des animaux (dossier 

#2012-223). L’ensemble des expériences a été effectué sur des rats Sprague-Dawley mâles 

(300-375 g; Charles River Laboratories). Les rats étaient logés dans une pièce avec 

température contrôlée (22 ± 1 ˚C) et avaient accès à une diète normale de moulée et d’eau. 

Préalablement à leur utilisation, les rats ont bénéficiés d’une période d’acclimatation d’une 

semaine. À la fin de l’acclimatation, la journée de l’expérience, les rats ont été anesthésiés 
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avec du pentobarbital de sodium (50 mg/kg, i.p.). Suite à l’anesthésie, un cathéter a été 

inséré dans la veine jugulaire droite (pour les traitements i.v.) et un autre dans l’artère 

fémorale gauche (pour les mesures directes et continues de la pression artérielle et du 

rythme cardiaque). Le cathéter implanté dans l’artère fémorale gauche était connecté à un 

transducteur couplé à un ordinateur pour l’acquisition des données. Durant la durée de 

l’expérience, l’animal était maintenu sous anesthésie, et celui-ci était gardé au chaud avec 

une plate-forme chauffante. 

 

2.9.1 Mesure des effets hémodynamiques in vivo de divers stimulants 

À la suite d’une période d’au moins 20 minutes, afin de permettre à l’animal de se 

stabiliser, le rythme cardiaque et la pression artérielle de l’animal ont été enregistrés 

pendant 15 minutes pour documenter le seuil de signal. Une courbe dose-réponse a été 

générée en enregistrant les variations dans la pression artérielle et dans le rythme cardiaque 

suite à une injection intraveineuse de doses croissantes de MK ou de BK. Les peptides 

avaient été dissouts dans une solution isotonique de saline (0,9% NaCl) supplémenté avec 

0,1% de BSA afin de prévenir l’adsorption des peptides sur les surfaces de verre et de 

pastique. Toutes les injections de peptides ont été administrées sous forme de bolus i.v. 

(100 µL), puis rincées avec un volume égal de saline (100 µL; le volume mort du cathéter). 

Un seul peptide a été testé par rat, et chaque injection débutait avec une injection de saline-

BSA 0,1% suivi de la plus faible dose de peptide. La dose suivant était uniquement 

administrée lorsque les effets de la dose précédente sur les différents paramètres 

cardiovasculaires étaient revenus à leur niveau de base (généralement entre 2 et 10 

minutes). Après avoir généré la courbe dose-réponse, les animaux étaient euthanasiés avec 

une surdose de pentobarbital de sodium (240 mg/kg, i.v.). 

Les mécanismes responsables des effets cardiovasculaires de la MK chez le rat anesthésié 

ont d’abord été étudiés à l’aide d’un inhibiteur de l’enzyme de conversion de l’angiotensine 

(ACE; enalaprilat). Pour ce faire, l’enalaprilat a été administré sous forme de bolus i.v. (0,1 

mg/kg) suite à une période d’enregistrement du niveau de base de la pression artérielle et 

du rythme cardiaque de 10 minutes. Après avoir observé les effets de l’inhibiteur pendant 

15 minutes, une courbe dose-réponse de la MK a été générée comme mentionné plus haut. 

Des expériences supplémentaires ont été conduites avec des rats anesthésiés prétraités avec 
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l’antagoniste persistant du B2R, l’icatibant (HOE-140, D-Arg-[Hyp3, Thi5, D-Tic7, Oic8]-

BK). Dans ces expériences, l’icatibant a été administré sous forme d’un bolus i.v. (25 

µg/kg), 15 minutes avant l’injection de doses croissantes de MK. D’autres courbes dose-

réponse de la MK ont été obtenues chez des rats prétraités avec la pyrilamine, un 

antagoniste du récepteur H1 de l’histamine. Chez ces rats, la pyrilamine a été injectée sous 

forme d’un bolus i.v. (5 mg/kg), 15 minutes avant la génération d’une courbe dose-réponse 

pour la MK. Afin de valider l’activité pharmacologique de la pyrilamine, l’effet d’une forte 

dose d’histamine (6,4 ug/kg) sur la pression artérielle et le rythme cardiaque a été enregistré 

chez des rats anesthésiés ayant reçus ou non un prétraitement avec l’antagoniste. 

 

2.9.2 Mesure par effet Doppler des effets hémodynamiques au niveau des membres 

postérieurs chez le rat anesthésié 

Après avoir préparé le rat comme mentionné plus haut, une sonde pulsée miniaturisée 

Doppler (miniaturized pulsed Doppler flow probe; Haywood et al., 1981) a été implantée 

autour de l’aorte abdominale distale afin d’enregistrer les changements dans les paramètres 

hémodynamiques au niveau des membres postérieurs (Gardiner et Benett, 1988; Jean et al., 

2016a). Les expériences ont été effectuées 30 minutes après l’installation de la sonde, et 

une seconde période de 30 minutes a été consacrée à l’enregistrement des signaux de bases. 

Les rats ainsi équipés ont été traités selon le protocole décrit plus haut. 

 

2.10 Étude du métabolisme de la MK par chromatographie liquide couplé à de la 

spectrométrie de masse (LC-MS) 

Le peptide synthétique MK a été incubé dans un tube contenant 2 ml de tampon de Krebs 

en présence d’un anneau de veine ombilicale humaine fraichement préparé (37 ˚C, 5-15 

minutes). Suite à cette incubation, les tissus ont été enlevés et 5 volumes d’éthanol glacial 

ont été ajoutés au tampon de Krebs contenant le peptide afin de précipiter les protéines. Ce 

tube a été incubé pendant 1 heure sur glace, puis centrifugé à vitesse maximale pendant 10 

minutes afin d’éliminer les protéines précipitées. Le surnageant, contenant les kinines, a été 

collecté, puis évaporé jusqu’à l’obtention d’un dépôt solide à l’aide d’un évaporateur sous 

vide. Le dépôt a été solubilisé dans un petit volume d’eau stérile puis l’échantillon a été 

dessalé à l’aide d’une colonne C18. Suite à l’élution, le peptide a de nouveaux été séché 
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avec un évaporateur sous vide puis resuspendu dans une solution d’acide formique 0,1%. 

Cent fentomoles de chaque échantillon ont été analysés. Les échantillons ont ensuite été 

séparés par online reversed-phase nanoscale capillary liquid chromatography puis analysé 

par electrospray mass spectrometry comme décrit précédemment (Charest-Morin et al., 

2017). 

 

2.11 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 l’aide du test de 

Kruskall-Wallis suivit d’un test de comparaisons multiples (Dunn). Les groupes de valeurs 

suivant une distribution normale ont été comparées par une ANOVA suivit d’un test de 

comparaisons multiples (Tukey ou Dunnett’s si les valeurs sont comparées à un groupe 

contrôle commun) on d’un test t de Student (pour les paires de valeurs isolées). Ces tests 

ont été effectués à l’aide du programme InStat 3.05 (Graphpad Software). Les résultats des 

essais de liaison ont été analysés avec le logiciel Prism5.0 (Graphpad Software) à l’aide 

d’une régression non-linéaire appliqué à une équation de compétition à un site. Les IC50 des 

différents nouveaux peptides ont été obtenus par cette méthode. 
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RÉSULTATS 

 

1. Caractérisation des protéines de fusion agonistes du récepteur PTH1 de la 

parathormone 

 

Afin d’améliorer la sensibilité de la détection du récepteur PTH1 par PTH1-34-EGFP 

(Charest-Morin et al., 2013), 3 protéines de fusion avec un domaine peroxydase ont été 

générées. En effet, les protéines de fusion PTH-myc, PTH-APEX2 et PTH-HRP ont été 

sécrétées par des cellules productrices suite à la transfection de ces dernières avec le 

vecteur approprié. Le milieu de culture de ces cellules contenant une ou l’autre de ces 

protéines de fusion, nommé milieu conditionné (MC), a été utilisé dans diverses 

expériences. 

PTH-myc est une protéine de fusion composée de la PTH intacte à laquelle deux épitopes 

reconnus par des anticorps monoclonaux disponibles commercialement ont été ajoutés en 

position C-terminale. En effet, on retrouve les épitopes FLAG (aussi appelé DDK ; 

DYKDDDDK) et myc (EQKLISEEDL). La présence de ces épitopes, et plus 

particulièrement de l’épitope myc, a permis l’assemblage d’un domaine fluorescent (avec 

des anticorps anti-myc couplés à des fluorophores) ou d’un domaine enzymatique à activité 

peroxydase (à l’aide d’un anticorps anti-myc et d’un anticorps secondaire reconnaissant le 

précédent et couplé à la HRP; Fig. 7). 

PTH-APEX2 est une protéine de fusion contenant aussi l’entièreté de la séquence de la 

PTH qui a été fusionnée par son extrémité C-terminale à la peroxydase modifiée 

génétiquement APEX2. APEX2 dérive de la peroxydase de soya APX, une peroxydase 

avec une excellente activité enzymatique au niveau du cytosol. La peroxydase APEX2 a été 

obtenue par plusieurs cycles d’évolution dirigés chez la levure à partir de la peroxydase 

native APX (Lam et al., 2015 ; Martell et al., 2012). L’insertion de plusieurs mutations 

dans APX (K14D, W41F, E112K, A134P) a permis d’obtenir APEX2, une peroxydase 

avec une plus grande stabilité, une meilleure activité catalytique et une meilleure 

expression dans les cellules de mammifères (Lam et al., 2015). 
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Figure 7. PTH-myc : ligand bi-fonctionnel du récepteur PTH1 de la parathormone. 

(A) Représentation schématique du récepteur PTH1 et de son ligand bi-fonctionnel : PTH-

myc. PTH-myc peut être utilisé pour transporter divers cargos à l’aide de l’interaction entre 

l’épitope présent en C-terminal et l’anticorps monoclonal anti-myc 4A6. PTH-myc peut 

être couplé à un anticorps conjugué à un fluorophore (b) ou participer à la formation d’un 

complexe trimoléculaire avec un anticorps anti-myc et anticorps secondaire couplé à la 

HRP (c). (B) Séquence d’acides aminés formant le ligand biotechnologique PTH-myc. 
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Ces trois protéines de fusion présentant des domaines différents, mais avec une activité 

enzymatique semblable ont été d’abord été caractérisées (expression, dosage et activité 

pharmacologique), et ensuite les différentes applications découlant de leur domaine 

fonctionnel ont été étudiées. 

 

1.1 Validation de l’expression des différentes protéines de fusion 

Afin de valider la sécrétion et l’expression des protéines de fusion PTH, les protéines 

sécrétées dans le MC des cellules transfectées ont été caractérisées par immunobuvardage à 

l’aide d’un anticorps anti-PTH couplé à la HRP et d’un anticorps anti-myc dans le cas de 

PTH-myc (Fig. 8). Ces immunobuvardages ont confirmés que PTH-myc, PTH-APEX2 et 

PTH-HRP étaient toutes trois correctement sécrétées dans leur milieu conditionné respectif 

grâce à la présence de la séquence prépro- présente dans chaque vecteur. Chaque protéine 

de fusion avait un profil de migration cohérent avec le poids moléculaire estimé (PTH-

APEX2 : 38,7 kDa ; PTH-HRP : 44,9 kDa et PTH-myc 13,1 kDa). Pour PTH-myc et PTH-

HRP, une seule bande a été détectée par les anticorps, ce qui suggère l’intégrité totale des 

protéines de fusion. Pour ce qui est de PTH-APEX2, l’anticorps anti-PTH a détecté 

quelques bandes correspond à des produits de dégradation autour d’une bande principale 

correspondant sans aucun doute à la forme intacte de PTH-APEX2. Malgré la présence de 

quelques produits de dégradation, la majorité des protéines détectées correspondent à la 

forme intacte de PTH-APEX2. Pour les trois protéines de fusion, la présence du domaine 

PTH, qui est d’une importance cruciale pour la liaison au PTH1R, a été confirmée. Les trois 

protéines de fusion contiennent aussi un domaine FLAG, mais celui-ci n’a pas été détecté 

par l’anticorps anti-FLAG lors d’expériences d’immunobuvardages. Cela peut être dû à la 

fréquente sulfatation post-traductionnelle de l’épitope FLAG, ce qui peut nuire à la 

reconnaisse de la séquence par les anticorps (Hunter et al., 2016). 

Les MCs utilisés dans cette figure ont été dosés avec un ELISA anti-PTH. Cette expérience 

a confirmé que les protéines de fusion étaient présentes dans les MCs aux concentrations 

suivantes : PTH-myc 35 nM, PTH-APEX2 6,1 nM et PTH-HRP 6,9 nM. Le MC contrôle 

ne contenait pas de PTH immunoréactive (< 0,1 nM ). Ces résultats sont représentatifs de 

trois dosages. 
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Figure 8. Validation de l’identité des protéines de fusion PTH avec domaine peroxydase.  

Immunobuvardages des MCs de cellules HEK 293a productrices exprimant transitoirement 

pcDNA3.1, PTH-myc, PTH-APEX2 ou PTH-HRP. La présence des protéines de fusion a 

été validée à l’aide d’un anticorps anti-PTH et d’un anticorps anti-myc dans le cas de PTH-

myc.  
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Dans le cas de PTH-myc, certaines expériences ont été réalisées 1 à 3 années avant celles 

sur PTH-APEX2 et PTH-HRP et à cette époque un ELISA anti-PTH avait estimé la 

concentration de PTH-myc à 187 nM (basée sur trois dosages distincts). Pour les résultats à 

venir, la concentration de PTH-myc sera mentionnée afin d’éviter toute confusion. De plus, 

il semble y avoir une légère incohérence entre l’immunobuvardage et le dosage des 

protéines de fusion PTH par ELISA. En effet, cela laisse croire que la présence d’une 

extension C-terminale de la PTH de haut poids moléculaire (-APEX2 ou –HRP) pourrait 

mener à une sous-estimation de la quantité réelle de protéines de fusion puisque l’ELISA a 

été conc¸u pour détecter la PTH intacte et non des grosses protéines de fusion. 

 

1.2 Caractérisation de l’activité pharmacologique des différentes protéines de fusion 

PTH 

 

1.2.1 Induction de c-Fos par les protéines de fusion PTH 

Après avoir confirmé l’expression et la sécrétion des trois protéines de fusion PTH, l’étape 

suivante a été de confirmer si PTH-myc, PTH-APEX2 et PTH-HRP conservaient les 

propriétés agonistes de la PTH native. En premier lieu l’activité pharmacologique des trois 

constructions a été évaluée par des immunobuvardages pour le facteur de transcription c-

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

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

Chez des cellules HEK 293a exprimant transitoirement le PTH1R, la stimulation avec le 

peptide synthétique PTH1-84 (10 nM) a induit une forte expression de cette protéine 

nucléaire (Fig. 9). En effet, ce peptide induit une accumulation de ce facteur de 

transcription aux temps 1 h et 3 h, quoique le signal optimal soit à 1 h. Il semble en effet, 

que c-Fos s’accumule jusqu’à 1 heure, pour ensuite décroître lentement jusqu’au temps 3 h 

pour finalement être non détectable au temps 12 h. PTH-myc (187 nM) de son côté semble 

entraîner une accumulation de c-Fos plus persistante et plus intense que PTH1-84, 

probablement due à une plus forte concentration de PTH-myc que d’hormone native (Fig. 

9).  
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Figure 9. Validation de l’effet pharmacologique de PTH-myc via le récepteur PTH1 : 

Induction de c-Fos. 

Induction du facteur de transcription c-Fos suite à la stimulation de cellules HEK 293a non-

transfectées ou transfectées transitoirement avec le récepteur PTH1. Les cellules ont été 

stimulées sur des périodes variant de 1 h à 12 h avec du MC contrôle, du MC PTH-myc ou 

l’agoniste endogène du PTH1R; PTH1-84. Les bandes qui ont été quantifiées sont celles se 

situant entre 45 et 72 kDa, les bandes plus lourdes correspondant à des formes 

hyperphosphorylées de c-Fos. Résultats représentatifs de deux expériences. 
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En effet, l’accumulation de c-Fos suite à la stimulation avec le MC PTH-myc a durée 

jusqu’à 12 heure et l’immunobuvardage a révélé des bandes de plus haut poids 

moléculaires qui pourraient correspondre à des formes hyper-phosphorylées de c-Fos 

(Gilley et al., 2009).  

Un protocole semblable a aussi été appliqué aux deux autres constructions, à la simple 

différence que seul le temps 1 heure a été utilisé puisqu’il semblait être optimal pour ce 

genre d’expériences. Donc, des cellules HEK 293a transfectées avec pcDNA3.1 ou PTH1R 

ont été stimulées sur une période de 1 heure avec les trois constructions PTH (PTH-HRP, 

PTH-APEX2 et PTH-myc (35 nM)) et l’agoniste PTH1-34 10 nM (Fig. 10). Le traitement 

des cellules exprimant transitoirement le PTH1R avec PTH1-34 10 nM a induit 

l’accumulation de c-Fos, tout comme le traitement avec chacune des constructions PTH. 

Cela démontre que PTH-myc, PTH-APEX2 et PTH-HRP sont toutes trois des agonistes du 

récepteur PTH1. En effet, la stimulation des cellules exprimant transitoirement le PTH1R 

avec le MC contrôle n’a pas causé l’accumulation de c-Fos. De plus, la stimulation de 

cellules transfectées avec le vecteur vide (pcDNA3.1) avec les trois protéines de fusion et 

PTH1-34 n’a pas induit l’expression de c-Fos en aucun cas. Cela démontre que les trois 

constructions sont des agonistes spécifiques du PTH1R tout comme PTH1-34. 

 

1.2.2 Stimulation de la production d’AMPc par PTH-myc et PTH-HRP 

À l’aide d’un ELISA anti-AMPc, il a été possible d’étudier d’avantage les propriétés 

agonistes de PTH-Myc (187 nM; Fig. 11). En effet, la stimulation de cellules HEK 293a 

transfectées transitoirement avec PTH1R et stimulées avec des doses croissantes de PTH1-84 

ou de MC PTH-myc a permis de générer une courbe dose-réponse. En effet, cette 

expérience a permis de comparer la puissance des deux agonistes. Selon les résultats 

obtenus, PTH-myc serait environ 4 fois moins puissant que le ligand endogène PTH1-84 

pour stimuler la production d’AMPc via PTH1R. 
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Figure 10. Validation de l’activité pharmacologique des protéines de fusion PTH avec 

domaine peroxydase.  

L’activité pharmacologique des différents MCs a été validée par immunobuvardage à l’aide 

de l’accumulation de c-Fos suite au traitement de cellules HEK 293a (transfectées avec 

pcDNA3.1 ou PTH1R; 1 heure, 37 ˚C). 
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Figure 11. Validation de l’effet pharmacologique de PTH-myc via le récepteur PTH1 : 

Accumulation d’AMPc. 

Production d’AMPc par des cellules HEK 293a transfectées transitoirement avec PTH1R et 

stimulées avec un agoniste de ce récepteur (10 minutes, 37 ˚C). Résultats représentatifs de 

deux expériences distinctes. Voir section Matériel et méthodes pour le protocole détaillé. 
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Figure 12. Caractérisation supplémentaire de l’activité pharmacologique de PTH-HRP. 

La stimulation de cellules HEK 293a exprimant transitoirement le récepteur PTH1 (10 

minutes, 37 ˚C) avec l’agoniste PTH1-34 ou le MC PTH-HRP a permis la génération de 

courbes dose-réponse démontrant la puissance de cette construction sur le PTH1R.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0.1 1 10 100 1000
0

100

200

300

400

500

600

700

[ligand]  nM

[c
y
c
lic

 A
M

P
] 
(n

M
 i
n
 e

x
tr

a
c
t)

HEK 293a PTHR1

10-min stimulation

n = 3

PTH1-34

PTH-HRP
assuming 6.9 nM CM

.



 

 66 

Une stratégie semblable a été mise de l’avant afin de mieux caractériser l’activité 

pharmacologique de PTH-HRP (Fig. 12). Pour ce faire, le même ELISA a été utilisé afin de 

générer deux courbes dose-réponse : une pour la PTH1-34 et une pour PTH-HRP. Cet essai a 

démontré que PTH1-34 était équipotent à PTH1-84 conformément à ce qui est rapporté dans la 

littérature (Gardella et Vilardaga, 2015). De plus, cet essai a indiqué que PTH-HRP serait 5 

fois plus puissant que PTH1-34 pour stimuler la production d’AMPc via PTH1R. Toutefois, 

les limitations dans le dosage de la protéine de fusion peuvent influencer les résultats (sous-

estimation de la concentration de PTH-HRP). 

 

1.3 Adaptation du ligand PTH-myc pour l’étude de l’internalisation du récepteur 

PTH1 

L’épitope myc en position C-terminale de PTH-Myc permet le recrutement d’un anticorps 

anti-myc fluorescent. En effet le co-traitement de cellules réceptrices avec PTH-myc et 

l’anticorps anti-myc 4A6 conjugué à l’AlexaFluor-488 (4A6-AF488) permet l’étude de 

l’internalisation du PTH1R, en plus de permettre d’étudier le devenir du ligand suite à 

l’endocytose. L’ensemble des expériences décrites au point 1.3 reposent sur PTH-myc 187 

nM. 

 

1.3.1 Étude de l’internalisation du récepteur PTH1 

L’internalisation du complexe PTH-myc/4A6-AF488 a été étudié d’abord en microscopie, 

de manière qualitative, puis par cytométrie en flux, de manière plus quantitative.  

En premier lieu, des cellules HEK 293a non transfectées ou transfectées avec PTH1R ont 

été stimulées avec le MC contrôle, le MC PTH-myc ou PTH1-84 100 nM. L’internalisation 

de l’anticorps fluorescent 4A6-AF488 a été observé uniquement chez les cellules exprimant 

le récepteur PTH1 et ayant été stimulées avec PTH-myc (Fig. 13A). Il est intéressant de 

noter que la présence de l’agoniste PTH1-84 n’était pas suffisante pour causer l’endocytose 

(pinocytose) de milieu de culture contenant l’anticorps fluorescent. De plus, l’anticorps 

anti-myc 9E10-AF488 peut lui aussi former des complexes avec PTH-myc et être 

internalisé de manière PTH1R-dépendante (Fig. 13B). 
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Figure 13. Transport de l’anticorps monoclonal anti-myc conjugué à l’AlexaFluor-488 à 

l’intérieur de cellules exprimant le récepteur PTH1. 

Des cellules HEK 293a transfectées ou non avec le PTH1R ont été stimulées avec le MC 

PTH-myc supplémenté avec un anticorps monoclonal anti-myc conjugué à l’AlexaFluor-

488 (30 minute, 37 ˚C). (A) MC PTH-myc supplémenté avec l’anticorps monoclonal anti-

myc 4A6 conjugué à l’AlexaFluor-488 (concentration finale 3.3 nM). (B) MC PTH-myc 

supplémenté avec l’anticorp monoclonal anti-myc 9E10 conjugué à l’AlexaFluor-488 

(concentration finale 3.3 nM). (C) Compétition de l’internalisation du complexe PTH-

myc/4A6-AF488 par des doses croissantes de PTH1-84 . Magnification originale 1000x. 
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Figure 14. Quantification de l’endocytose du complexe PTH-myc/4A6-AF488 via PTH1R 

par cytométrie en flux. 

Des cellules, exprimant de manière optionnelle le récepteur PTH1 (transfection transitoire), 

ont été stimulées tel qu’indiqué plus haut (30 minutes, 37 ˚C). L’anticorps monoclonal anti-

myc 4A6-AF488 a été ajouté à chacune des conditions en même temps que la stimulation 

principale et ce à une concentration finale de 3.3 nM. Gauche : Distribution de la 

fluorescence obtenue à partir du compte de 10 000 cellules. Un seuil de fluorescence a été 

établi à partir des cellules contrôles traitées avec l’anticorps fluorescent. Ce seuil a permis 

la détermination de la population de cellules ayant endocytosé l’anticorps fluorescent. 

Droite : Proportion de cellules au-dessus du seuil de fluorescence pour chaque condition 

expérimentale. L’analyse de variance (ANOVA) a permis de déterminer que les données 

étaient hétérogènes (P<0,01. *P<0,01 vs. contrôles exprimant ou non PTH1R (test de 

comparaisons multiples de Tukey). 
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Cela est intéressant, car l’anticorps 9E10 reconnait une version plus longue de l’épitope 

myc (EEQKLISEEDLLRKRREQLKHKLEQLRNSCA), ce qui rend son comportement 

dans cet essai plus imprévisible. Finalement, un co-traitement des cellules exprimant le 

récepteur PTH1 avec des doses élevées de PTH1-84 (0,15-1,5 µM) a été utilisé pour évaluer 

la spécificité de l’interaction entre PTH-myc et PTH1R (Fig. 13C). En effet, une 

concentration élevée de ligand non-marqué est venue empêcher la liaison du complexe 

fluorescent, démontrant ainsi la nature spécifique de la relation entre PTH-myc et PTH1R. 

Par la suite l’expérience précédente a été en partie transposée en cytométrie de flux. Encore 

une fois, seules les cellules transfectées avec PTH1R et traitées avec PTH-myc ont 

internalisé l’anti-myc fluorescent (Fig. 14). En effet, près de 20% des cellules traitées ont 

endocytosé l’anticorps fluorescent, alors qu’aucun autre traitement n’a causé 

l’internalisation de l’anticorps fluorescent au-delà du seuil de fluorescence non spécifique. 

 

1.3.2 Étude de colocalisation de la protéine de fusion avec des marqueurs du système 

endosomal 

Des cellules HEK 293a exprimant transitoirement le récepteur PTH1 ont été co-transfectées 

avec diverses protéines du système endosomal fusionnée à la protéine fluorescente rouge 

mCherry. Cela a permis de suivre le trajet du complexe PTH-myc/4A6-AF488 dans le 

système endosomal en fonction du temps. 

La protéine de fusion PTH-myc a été utilisée pour étudier l’interaction moléculaire entre le 

récepteur PTH1 et la forme fluorescente rouge de la β-arrestine1 (Fig. 15). En effet, la β -

arrestine1-mCherry est exprimée de manière uniforme au niveau du cytosol et semble se 

condenser au niveau de structures qui s’apparentent à endosomes suite à la stimulation avec 

PTH1-84 ou encore PTH-Myc. Plus intéressant, ces zones de condensation de l’arrestine 

fluorescente colocalisent avec le complexe PTH-myc/4A6-AF488 suite à l’internalisation 

de ce dernier par le récepteur PTH1. 

La colocalisation du complexe PTH-myc/4A6-AF488 a aussi documentée chez des cellules 

co-transfectées avec PTH1R et une forme fluorescente rouge du marqueur endosomal 

précoce Rab5 (Fig. 16). Deux constructions ont été étudiées, la forme native de Rab5 

(Rab5-mCherry) et la forme constitutivement active (Rab5-GTP-locked-mCherry).  
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Figure 15. Étude de la colocalisation entre PTH-myc/4A6-AF488 et la β-arrestine1 

conjuguée à mCherry.  

Des cellules co-transfectées avec PTH1R et β-arrestine1-mCherry ont été stimulées avec du 

MC contrôle, du MC PTH-myc ou avec PTH1-84 10 nM. La fluorescence verte résulte de 

l’endocytose de l’anticorps anti-myc 4A6 couplé à l’AF488 suite à la formation d’un 

complexe immun avec PTH-myc. Magnification originale 1000x 
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Figure 16. Étude de la colocalisation entre PTH-myc/4A6-AF488 et le marqueur 

d’endosomes précoces Rab5 conjugué à la protéine fluorescente rouge mCherry.  

Des cellules co-transfectées avec PTH1R et Rab5-mCherry ou avec la forme mutante 

constitutivement active, Rab5-GTP LOCKED-mCherry, ont été stimulées tel que 

mentionné à la figure 15. Magnification originale 1000x. 
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Figure 17. Étude de la colocalisation entre PTH-myc/4A6-AF488 et le marqueur 

d’endosomes tardifs Rab7 conjugué à la protéine fluorescente rouge mCherry. 

Des cellules HEK 293a transfectées transitoirement avec PTH1R et Rab7-mCherry ont été 

stimulées simultanément avec le MC PTH-myc et l’anti-myc 4A6 conjugué à 

l’AlexaFluor488 sur des périodes de temps variant de 30 minutes à 6 heures afin d’étudier 

la progression du complexe PTH-myc/4A6-AF488 vers les endosomes tardifs et les 

lysosomes. Magnification originale 1000x.  
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Les cellules exprimant Rab5-GTP-locked-mCherry sont caractérisées par la présence 

d’endosomes géants dans lesquelles se séquestrent les molécules internalisées (Stenmark et 

al., 1994). La colocalisation de PTH-myc/4A6-AF488 avec les deux formes de Rab5 

suggère que suite à son internalisation le complexe PTH-myc/4A6-AF488 lié au PTH1R va 

progresser vers les endosomes précoces. Finalement, une étude de colocalisation a 

démontré que le complexe PTH-myc/4A6-AF488 progressait vers les endosomes tardifs 

positifs pour Rab7 (Fig. 17). En effet, de 3 à 6 heures après stimulation sur des cellules 

HEK 293a co-transfectées avec PTH1R et Rab7-mCherry, une colocalisation a été observée 

entre le ligand fluorescent et le marqueur endosomal Rab7. De plus, le fait qu’aucune 

colocalisation n’ait été rapportée entre PTH-myc/4A6-AF488 et le marqueur endosomal 

tardif au temps 30 minutes suggère que PTH-myc progresse lentement des endosomes 

précoces (positifs pour Rab5 à 30 minutes et négatif pour Rab7 au même moment) vers les 

endosomes tardifs (positifs pour Rab7 au-delà de 3 heures). 

 

1.4 Détection des populations endogènes de PTH1Rs à l’aide de PTH-myc par 

immunohistochimie 

Le traitement de cellules HEK 293a exprimant transitoirement le récepteur PTH1 avec 

PTH-myc/4A6 ultimement révélé à l’aide du système d’amplification TSA a produit un fort 

marquage fluorescent intracellulaire (Fig. 18A ; voir section matériel et méthodes 2.3.1). En 

effet, la présence du complexe PTH-myc/4A6 internalisé par le PTH1R a été détectée par 

un anticorps secondaire anti IgG de souris conjugué à la HRP. Cet anticorps a permis la 

liaison de plusieurs molécules de tyramide-AF488 de manière covalente suite à la réaction 

de ces dernières avec la HRP. Un tel marquage était complètement absent de cellules 

transfectées avec le vecteur vide pcDNA3.1. Les cellules MG-63 sont des cellules isolées 

d’un ostéoblastome qui expriment le récepteur PTH1 et qui répondent à la parathormone 

(Yamamoto et al., 2007 ). Cette lignée cellulaire semble internaliser une quantité faible, 

mais constante, de l’anticorps anti-myc conjugué à l’AF488 lorsque co-sitmulée avec le 

MC PTH-myc, mais pas lorsque stimulée avec le MC contrôle (Fig. 18B). En utilisant le 

système d’amplification TSA, il a été possible de visualiser de manière nettement plus 

intense l’internalisation du complexe PTH-myc/4A6 par les cellules MG-63.  
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Figure 18. Détection du récepteur PTH1 recombinant ou endogène à l’aide du système 

tyramide signal amplification (TSA). 

Préalablement à l’amplification du signal à l’aide du système TSA, les cellules réceptrices 

ont été stimulées simultanément avec une combinaison de MC (PTH-myc ou contrôle) et 

d’anticorps monoclonal anti-myc 4A6 (concentration finale 3.3 nM; 30 minutes, 37 ˚C). 

(A) Validation du système TSA sur des cellules HEK 293a exprimant ou non le PTH1R de 

manière transitoire. (B) Application du système TSA à des cellules MG-63 exprimant des 

niveaux endogènes de PTH1Rs et comparaison de ce système avec la détection en une seule 

étape basée du 4A6-AF488. Magnification original 1000x.  
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À l’aide de cette stratégie, il a donc été possible détecter les niveaux endogènes du 

récepteur PTH1 exprimés par les cellules MG-63. Cette expérience a aussi permis de 

visualiser la différence entre les niveaux d’expression des récepteurs recombinants (HEK 

293a) et endogènes (MG-63). 

 

1.5 Détection du PTH1R à l’aide de l’activité enzymatique des protéines de fusion 

PTH 

L’expérience décrite au point 1.4 a laissé entrevoir tout le potentiel des peroxydases pour la 

détection des GPCRs. Toutefois, le protocole était fort laborieux et nécessitait de 

nombreuses étapes d’incubations et de rinçages pouvant affecter l’intégrité des cellules. Il y 

avait aussi un marquage non négligeable du noyau avec le kit TSA. Afin de simplifier le 

protocole, et peut-être d’augmenter la spécificité, des protéines de fusion contenant ou 

pouvant recruter directement une peroxydase ont été évaluées pour détecter le PTH1R. 

 

1.5.1 Détection du PTH1R à l’aide du domaine enzymatique recruté par PTH-myc 

Contrairement aux deux autres constructions, PTH-myc n’a pas de domaine enzymatique 

intrinsèque ; c’est à dire qu’il doit le recruter par des interactions dépendantes de son 

domaine antigénique myc. En effet, les expériences suivantes sont basées sur la formation 

d’un complexe trimoléculaire formé de PTH-myc (35 nM), de l’anticorps monoclonal de 

souris anti-myc 4A6 et d’un anticorps secondaire anti-mouse IgG conjugué à la HRP (PTH-

myc/4A6/HRP). Le domaine peroxydase assemblé sur PTH-myc a d’abord été utilisé afin 

de tenter de détecter le récepteur PTH1 recombinant (HEK 293a transfectées) ou endogène 

(cellules HOS) à l’aide du réactif TrueBlue™. Le complexe trimoléculaire PTH-

myc/4A6/HRP a détecté avec succès le récepteur PTH1 recombinant, et ce de manière 

spécifique puisqu’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 a complétement inhibé le 

marquage bleu chez ces cellules (Fig. 19). De plus, les cellules n’exprimant pas le PTH1R 

(HEK 293a transfectées avec pcDNA3.1) n’ont pas été marquées. La détection du récepteur 

PTH1 requiert les trois membres du complexe trimoléculaire, puisqu’en absence de PTH-

myc ou de l’anticorps anti-myc, il n’y a pas de détection colorimétrique du récepteur PTH1. 

Ce protocole a par la suite été appliqué à lignée cellulaire HOS, une lignée isolée d’un 

ostéoblastome exprimant une population endogène de récepteur PTH1 (Yang et al., 2007). 
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Malgré la forte spécificité du marquage et l’absence de bruit de fond, le complexe PTH-

myc/4A6/HRP a échoué à détecter les populations endogènes de PTH1R exprimées par les 

cellules HOS (Fig. 19). 

Après l’échec de la détection du PTH1R sur les cellules HOS, un différent substrat de la 

peroxydase HRP a été testé ; le luminol. En effet, certains rapportent que la détection basée 

sur la luminescence serait plus sensible que la détection colorimétrique (Veitch NC, 2004). 

Des cellules HEK 293a ont d’abord été ensemencées dans des plaques 24 puits puis 

transfectées transitoirement avec le PTH1R ou pcDNA3.1 avant d’être stimulées avec le 

complexe trimoléculaire PTH-myc/4A6/HRP (Fig. 20A). Un intense signal luminescent a 

été mesuré pour les cellules exprimant le PTH1R recombinant et traitées avec le complexe 

trimoléculaire basé sur PTH-myc. Ce signal a été réduit de manière significative par un co-

traitement avec un excès de PTH1-34 (1 µM). Les cellules transfectées avec le vecteur vide 

et le complexe trimoléculaire étaient aussi associées à une luminescence significativement 

au-dessus de celle du contrôle non-traité. Toutefois, cette luminescence n’était pas 

diminuée par un excès de PTH1-34, indiquant qu’elle était de nature non spécifique.  

Après avoir été validé sur des cellules exprimant le récepteur recombinant, ce protocole a 

été appliqué aux cellules HOS exprimant le récepteur PTH1 endogène (Fig. 20B). Le même 

protocole a permis de démontrer que le complexe trimoléculaire PTH-myc/4A6/HRP est 

capable de détecter de manière significative le récepteur PTH1, et que ce marquage du 

récepteur est significativement réduit en présence d’un co-traitement avec un excès de 

PTH1-34. 
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Figure 19. Marquage des cellules exprimant le PTH1R recombinant ou endogène par le 

TrueBlue™ suite au traitement avec PTH-myc. 

Des cellules HEK 293a transfectées (pcDNA3.1 ou PTH1R) ou des cellules HOS ont été 

stimulées avec le MC PTH-myc ou le MC contrôle. Dans le cadre de cette expérience, les 

MCs avaient été supplémentés avec un anticorps monoclonal anti-myc (4A6; concentration 

finale 7 nM) et un anticorps anti-IgG de souris conjugué à la HRP (concentration finale 5.6 

nM) afin de générer un ligand du récepteur PTH1 avec un domaine peroxydase assemblé. 

Suite à l’incubation avec ce complexe trimoléculaire (30 minutes, 37 ˚C), les cellules ont 

été rincées puis incubées avec le substrat des peroxydases TrueBlue™ (10 minutes, 

température pièce). Observation en transmission (magnification originale 100x). 
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Figure 20. Détection luminescente du récepteur PTH1 à l’aide de PTH-myc via 

l’assemblage d’un domaine peroxydase (anti-myc + anticorps secondaire couplé à la HRP) 

à l’extrémité N-terminale du ligand. 

(A) Détection du récepteur PTH1 recombinant exprimé par des cellules HEK 293a. 

L’analyse de variance (ANOVA) indique que les valeurs sont hétérogènes (P<10-4) et un 

test de comparaisons multiples de Tukey a par la suite été appliqué afin de comparer 

chaque paire de valeurs. Pour chaque vecteur vs. leur contrôle respectif : *P<0,05, 

**P<0,01; effet d’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-myc : ‡ P < 0.001. 

Comparaison de chaque conditions expérimentales entre les vecteurs : † P<0,001. (B) 

Détection des populations endogènes de récepteurs PTH1 exprimées à la surface de cellules 

HOS. L’ANOVA a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P<10-4). Chaque traitement 

vs. contrôle : *P<0,001; effet d’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-myc : 

†P<0,001. Le nombre de réplicas est indiqué entre parenthèses. 
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1.5.2 Détection du PTH1R à l’aide de la protéine de fusion PTH-APEX2 

Par la suite, la protéine de fusion PTH-APEX2, possédant une activité intrinsèque a été, 

évaluée selon un processus similaire à PTH-myc. Il était raisonnable de croire que PTH-

APEX2 pourrait offrir un meilleur ratio signal/bruit que PTH-myc/4A6/HRP, puisqu’aucun 

anticorps n’était impliqué et que toute l’activité peroxydase serait confinée au ligand. En 

premier lieu, des cellules HEK 293a transfectées (pcDNA3.1 ou PTH1R) ont été stimulées 

avec PTH-APEX2 puis incubées avec le TrueBlue™ (Fig. 21). Les cellules HEK 293a 

exprimant le récepteur PTH1 recombinant étaient fortement marquées par le précipité bleu 

résultant de l’oxydation du TrueBlue™ par le ligand PTH-APEX2 lié au PTH1R. En effet, 

la coloration bleue était principalement localisée au niveau de la membrane plasmique de 

manière cohérente avec la distribution du PTH1R. La spécificité du marquage a été 

confirmée par l’inhibition complète de celui-ci par un co-traitement avec un excès de PTH1-

34. De plus, les cellules transfectées avec le vecteur vide n’étaient pas marquées, 

corroborant ainsi la spécificité de PTH-APEX2. Aussi, les cellules stimulées avec le MC 

contrôle ou le MC PTH-myc n’étaient pas positives pour le marquage avec le TrueBlue™. 

L’ensemble de ces observations a été répliqué à l’aide du protocole B basé sur 

l’amplification du signal avec la biotine-phénol (Fig. 21). En effet, la spécificité de PTH-

APEX2 a été confirmée de nouveau par ce protocole. Comme on pouvait s’y attendre, le 

marquage des cellules est moins localisé que dans le protocole A, mais il est nettement plus 

intense. Cela est causé par la diffusion des réactifs biotin-phenoxy. Toutefois, aucune de 

ces deux stratégies n’a réussi à marquer de façon évidente le récepteur PTH1 exprimé par 

les cellules HOS.  

La capacité de la protéine de fusion PTH-APEX2 de détecter le récepteur PTH1 a ensuite 

été évaluée par luminescence. Le traitement de cellules HEK 293a exprimant 

transitoirement le récepteur PTH1 avec PTH-APEX2 (diluée 1 :5 afin de réduire le signal 

non-spécifique) a entrainé une forte oxydation du luminol qui s’est traduite par un fort 

signal luminescent (Fig. 22A). Ce signal a toutefois fois été réduit au niveau de celui des 

cellules n’exprimant pas le récepteur par un traitement avec PTH1-34 1 µM, prouvant la 

spécificité de PTH-APEX2 dans cet essai. Le ratio signal/bruit était nettement meilleur 

qu’avec le complexe trimoléculaire PTH-myc/4A6/HRP avec un bruit de fond plus faible, 

mais tout de même significatif. 
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Figure 21. Marquage des cellules exprimant le PTH1R recombinant ou endogène par le 

TrueBlue™ suite au traitement avec PTH-APEX2. 

Protocole A : Des cellules HEK 293a transfectées avec pcDNA3.1 ou PTH1R ont été 

traitées avec PTH-APEX2 (30 minutes, 37 ˚C) suivi par une incubation avec le substrat des 

peroxydases TrueBlue™ (10 minutes, température pièce). Alternativement, les cellules ont 

été co-stimulées avec un excès de PTH1-34 afin de confirmer la spécificité de la protéine de 

fusion PTH-APEX2. Magnification finale 100x. Protocole B : Ajout d’une étape 

d’amplification du signal. Brièvement, suite à un traitement similaire au protocole A avec 

PTH-APEX2, les cellules ont été incubées avec le réactif biotine-phénol (30 minutes, 

température pièce), suivi d’une autre incubation avec streptavidine-HRP (SA-HRP; 1 heure, 

température pièce). La liaison de SA-HRP a par la suite été révélée à l’aide du TrueBlue™ 

comme dans le protocole A.  
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Figure 22. Détection luminescente du récepteur PTH1 à l’aide de PTH-APEX2. 

(A) Cellules HEK 293a (transfectées avec pcDNA3.1 ou PTH1R) stimulées avec PTH-

APEX2 (30 minutes, 37 ˚C). Ces cellules ont par la suite été mise en contact avec une 

solution de luminol, un substrat des peroxydases qui émet de la lumière lorsqu’oxydé, ce 

qui a permis de détecter la présence du récepteur PTH1 recombinant en présence de PTH-

APEX2. L’ANOVA indique que les valeurs sont hétérogènes (P<10-4) et un test de 

comparaisons multiples de Tukey a par la suite été appliqué afin de comparer chaque paire 

de valeurs. Pour chaque vecteur vs. leur contrôle respectif : *P<0,05, **P<0,001; effet d’un 

co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-APEX2 : ‡ P < 0.001. Comparaison de 

chaque conditions expérimentales entre les vecteurs : † P<0,001. (B) Tentative de détection 

du PTH1R exprimé de manière endogène à la surface des cellules HOS. L’ANOVA a 

indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P<0,001). Chaque traitement vs. contrôle : 

*P<0,01, **P<0,001; effet d’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-APEX2 : 

non significatif. 
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Malheureusement, la réaction faible mais significative de PTH-APEX2 avec le PTH1R 

exprimé par les cellules HOS n’a pas été diminuée par un excès de PTH1-34, ce qui n’a pas 

permis de confirmer une liaison spécifique de cette protéine de fusion au récepteur 

endogène (Fig. 22B). 

 

1.5.3 Détection du PTH1R à l’aide de la protéine de fusion PTH-HRP 

La seconde protéine enzymatique avec un domaine peroxydase intrinsèque à avoir été 

évaluée fut la PTH-HRP. Cette protéine de fusion a d’abord été étudiée sur des cellules 

exprimant le récepteur PTH1 recombinant à l’aide du substrat des peroxydases TrueBlue™. 

PTH-HRP a marquée avec intensité les membranes des cellules exprimant le PTH1R 

recombinant sans toutefois marquer celles des cellules transfectées avec pcDNA3.1 (Fig. 

23). Le co-traitement avec PTH1-34 1 µM a confirmé la spécificité en diminuant 

drastiquement la coloration résultant de l’interaction entre PTH-HRP et le TrueBlue™. La 

protéine de fusion PTH-HRP a produit le marquage des cellules le plus fort des 3 

constructions évaluées, et était capable de détecter les cellules même lorsque diluée 100x 

avec du milieu de culture sans sérum. Toutefois, comme pour les deux autres protéines de 

fusion, PTH-HRP a été incapable de détecter les récepteurs PTH1 endogènes exprimés à la 

surface des cellules HOS avec ce protocole. 

Néanmoins, ces résultats ont suggéré que PTH-HRP était la protéine de fusion avec le plus 

grand potentiel pour détecter le récepteur PTH1. Le protocole B basé sur l’amplification du 

signal avec la biotine-phénol fut donc appliqué avec PTH-HRP. En premier lieu, cette 

technique a été validée par la détection de la biotinylation de plusieurs protéines de surface 

par la streptavidine-HRP (SA-HRP) lors d’une expérience d’immunobuvardage (Fig. 24). 

Des cellules HEK 293a transfectées (PTH1R ou pcDNA3.1) ont été stimulées tel que décrit 

dans Matériel et Méthodes section 2.3.1, puis les lysats cellulaire ont été migrés sur un gel 

de polyacrylamide. C’est seulement chez les cellules exprimant le récepteur PTH1 et 

traitées avec PTH-HRP, qu’a été détecté par la SA-HRP un complexe assortiment de 

bandes associées à la biotinylation des protéines de surface. Un co-traitement avec PTH1-34 

1 µM a complétement empêché la réaction de PTH-HRP avec la biotine-phénol. Une fois 

ce protocole validé, il fut appliqué à des cellules en culture et d’abord révélé avec la SA-

HRP. Ce protocole a permis la détection du PTH1R recombinant de manière intense et 
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spécifique (absence de marquage en présence d’un excès de PTH1-34 ou en absence du 

PTH1R) sans toutefois permettre la détection des récepteurs PTH1 exprimés par les cellules 

HOS (Fig. 25). Une seconde stratégie de détection des protéines biotinylées par HRP a été 

utilisée ; la SA-QDots. Les Qdots sont des nanomatériaux fluorescents avec des propriétés 

optiques nettement supérieurs à celles des fluorophores conventionnels (Szymanski et al., 

2013). La détection avec la SA-Qdots a permis de détecter de manière nette les récepteurs 

PTH1 recombinants et endogènes de façon spécifique, tel que démontré par l’absence de 

fluorescence en présence d’un excès de PTH1-34 (Fig. 25).  

Le potentiel de PTH-HRP pour détecter le récepteur PTH1 a par la suite été confirmé à 

l’aide de l’essai luminescent. Le MC PTH-HRP (dilué 1 :5) a généré un intense signal 

luminescent chez les cellules exprimant transitoirement le PTH1R (Fig. 26A). La spécificité 

de la protéine de fusion dans cet essai a été confirmée par le co-traitement avec un excès de 

PTH1-34, traitement qui a ramené la luminescence au niveau des cellules non-transfectées. 

Néanmoins, la protéine de fusion a produit un signal luminescent faible, mais significatif 

chez les cellules transfectées avec le vecteur vide. Cependant, il faut noter que PTH-HRP a 

produit le signal luminescent le plus intense (> 4 fois celui de PTH-APEX2 et PTH-myc), 

tout en offrant le meilleur ratio signal/bruit dans cet essai. La détection luminescente du 

PTH1R a par la suite été utilisée afin de détecter les populations endogènes de ce récepteur 

à la surface des cellules HOS (Fig. 26B). La protéine de fusion PTH-HRP a produit un 

signal lumineux intense, qui était au moins en partie spécifique puisqu’un co-traitement 

avec PTH1-34 1 µM a réduit de manière significative le signal produit par PTH-HRP. 

Un protocole alternatif de détection du PTH1R a été appliqué à des cellules (HEK 293a 

transfectées ou HOS) ensemencées dans des plaques 24 puits. Après la stimulation avec 

PTH-HRP, celles-ci ont été incubées avec le substrat colorimétrique des peroxydases TMB. 

L’avantage d’une telle stratégie est que les cellules peuvent être incubées sur de longues 

périodes sans que le signal ne décline, au contraire il s’accumule sans cesse avec le temps. 

Le traitement de cellules HEK 293a exprimant transitoirement le récepteur PTH1 avec 

PTH-HRP a produit une forte accumulation du produit d’oxydation du TMB (Fig. 27A). De 

plus, aucune accumulation de colorant n’a été observée chez les cellules contrôles ni chez 

les cellules exprimant le PTH1R en présence d’un excès de PTH1-34 prouvant hors de tout 

doute la spécificité de la protéine de fusion.  
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Figure 23. Marquage des cellules exprimant le PTH1R recombinant ou endogène par le 

TrueBlue™ suite au traitement avec PTH-HRP. 

La protéine de fusion PTH-HRP liée au récepteur PTH1 (recombinant ou endogène) a été 

détectée avec le TrueBlue™. Les dilutions successives du MC PTH-HRP ont été utilisées 

afin d’évaluer la sensibilité de cette protéine de fusion et la spécificité de celle-ci a été 

confirmée par l’inhibition du marquage en présence d’un excès de PTH1-34. Toutefois, le 

MC PTH-HRP n’a pu détecter les niveaux endogènes du PTH1R exprimés par les cellules 

HOS. 
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Figure 24. Validation de l’amplification du signal avec la biotine-phénol. 

Des cellules HEK 293a transfectées avec soit pcDNA3.1 ou PTH1R ont été stimulées avec 

PTH-HRP et optionnellement avec un excès de PTH1-34 avant d’être incubées avec un 

mélange de biotine-phénol et d’H2O2 (1 µM et 1 % dans le PBS respectivement) sur une 

période de 15 minutes. Après cette incubation, les cellules ont été lysées et les extraits 

cellulaires totaux ont été migrés sur des gels de polyacrylamide 9%. Ensuite, le gel a été 

transféré sur une membrane de nitrocellulose, puis les protéines biotinylées ont été 

détectées avec SA-HRP (1 :5000). 
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Figure 25. Amplification de la sensibilité de détection des récepteurs PTH1 par PTH-HRP. 

Un protocole semblable à celui de la figure 21 a été appliqué à la fois à des cellules HEK 

293a transfectées (pcDNA3.1 ou PTH1R) ou à des cellules HOS à la différence que deux 

stratégies différentes ont été mise de l’avant pour la détection finale à l’aide de la 

streptavidine (SA). En effet, deux conjugués de cette molécule ont été utilisés; soit la SA-

HRP ou la SA-QDots705. Magnification finale : 100x (TrueBlue™) ou 1000x (QDots705). 
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Cette stratégie de détection combine une forte intensité de signal et une absence de bruit de 

fond, ce qui résulte avec un ratio signal/bruit de fond supérieur à 30x. 

L’absence de signal non-spécifique avec cette technique a mené à l’élaboration d’un 

protocole de compétition de liaison avec PTH-HRP utilisée comme un comme ligand non-

isotopique. Une quantité constante de PTH-HRP a été incubée avec des concentrations 

croissantes de PTH1-34 afin d’établir des courbes de compétition pour déterminer les 

paramètres d’affinité de la protéine de fusion (Fig. 27B). L’incubation de concentrations de 

PTH1-34 variant de 0,1 nM à 1000 nM en compétition avec une concentration fixe de 1,38 

nM de PTH-HRP (concentration déterminée par ELISA) a permis de déterminer que PTH-

HRP avait une très forte affinité pour le PTH1R considérant que le PTH1-34 a un Ki de 2 nM 

(Eggenberger et al., 1996). Cela est cohérent avec les résultats obtenus dans l’essai 

pharmacologique d’accumulation de l’AMPc. Finalement, l’utilisation du TMB pour la 

détection de PTH-HRP liée à son récepteur a permis de détecter la présence des PTH1Rs 

endogènes exprimés par les cellules HOS (Fig. 27C). Un excès de PTH1-34 a 

significativement réduit le signal, prouvant qu’au moins en partie, le signal généré par 

PTH-HRP était de nature spécifique. 

En conclusion, PTH-HRP a détecté les récepteurs PTH1 exprimés de façon endogène par 

les cellules HOS selon trois stratégies distinctes, soit en microscopie, en luminescence et 

avec le substrat colorimétrique TMB. 
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Figure 26. Détection luminescente du récepteur PTH1 à l’aide de PTH-HRP. 

(A) Cellules HEK 293a transfectées (pcDNA3.1 ou PTH1R) stimulées avec PTH-HRP (30 

minutes, 37 ˚C). L’ANOVA a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P<10-4) et un 

test de comparaisons multiples de Tukey a par la suite été appliqué afin de comparer 

chaque paires de valeurs. Pour chaque vecteur vs. leur contrôle respectif : *P<0,001; effet 

d’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-HRP: ‡ P < 0.001. Comparaison de 

chaque condition expérimentale entre les vecteurs : † P<0,001. (B) Détection de la 

population endogène de récepteurs PTH1 exprimée à la surface des cellules HOS. 

L’ANOVA a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P<10-4). Chaque traitement vs. 

contrôle : *P<0,001; effet d’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-HRP : † 

P<0,001. 
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Figure 27. Détection colorimétrique (TMB) du récepteur PTH1 avec le ligand 

biotechnologique PTH-HRP (dilué 1:5).  

(A) Cellules HEK 293a (transfectées transitoirement avec pcDNA3.1 ou PTH1R) stimulées 

avec PTH-HRP (30 minutes, 37 ˚C) puis incubées 30 minutes supplémentaires avec le 

substrat colorimétrique des peroxydases TMB. L’ANOVA a indiqué que les valeurs étaient 

hétérogènes (P<10-4) et un test de comparaisons multiples de Tukey a par la suite été 

appliqué afin de comparer chaque paire de valeurs. Pour chaque vecteur vs. leur contrôle 

respectif : *P<0,001; effet d’un co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-HRP: ‡ P < 

0.001. Comparaison de chaque conditions expérimentales entre les vecteurs : † P<0,001. 

(B) Génération d’une courbe de compétition pour la liaison de PTH-HRP par l’ajout de 

concentration croissante de PTH1-34 sur des cellules HEK 293a exprimant transitoirement le 

PTH1R. Les résultats sont exprimés en % de la densité optique maximale. (C) La détection 

colorimétrique au TMB a aussi été appliqué à des cellules HOS traitées avec PTH-HRP (30 
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minutes, 37 ˚C). L’ANOVA a indiqué que les valeurs étaient hétérogènes (P<10-4) et un 

test de comparaisons multiples de Tukey a par la suite été appliqué afin de comparer 

chaque paires de valeurs. Chaque traitement vs. contrôle : *P<0,01; **P<0,001; effet d’un 

co-traitement avec un excès de PTH1-34 vs. PTH-HRP : † P<0,05. 
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2. Études sur la MK : Caractérisation in vivo et potentiel comme ligand en position C-

terminale de protéines de fusion 

 

Les propriétés de la MK ont été étudiées sur les récepteurs B2 humain et de rat, afin 

d’obtenir le maximum d’information pour générer des protéines de fusion avec la MK en 

position C-terminale. Les connaissances acquises par l’expérimentation in vitro et in vivo 

étaient complémentaires aux études sur la conception et l’évaluation des protéines de fusion 

agonistes du B2R.  

 

2.1 Validation des nouvelles constructions myc-B2R humain et myc-B2R de rat 

Comme mentionné dans la section Matériel et Méthodes, de nouvelles constructions des 

récepteurs B2 humain et de rat avec ou sans épitope myc (hu B2R, hu myc-B2R ; rt B2R, rt 

myc-B2R) en position N-terminale ont été générées. Afin de confirmer l’identité de ces 

constructions, des courbes de saturation ont été réalisées. 

La première expérience a été réalisée sur des cellules exprimant les récepteurs hu B2R, hu 

myc-B2R ou transfectées avec le vecteur vide (Fig. 28A). L’ajout de concentrations 

croissantes de BK tritiée a permis d’établir des courbes de saturation. Ces courbes ont 

permis de confirmer que ces deux constructions étaient bel et bien des récepteurs de haute 

affinité de la BK. En effet, par ces expériences il a été possible de déterminer les Kd et Bmax 

pour chaque récepteur. Pour le récepteur hu B2R, le Kd était de 10,43 nM alors pour le 

récepteur hu myc-B2, le Kd était de 5,58 nM. Cela confirme que l’ajout de l’épitope myc en 

position N-terminale n’affecte pas significativement l’affinité du récepteur pour son ligand, 

comme précédemment rapporté pour la version myc du récepteur B2 de lapin (Gera et al., 

2011). 

La seconde expérience a mis en valeur les nouvelles constructions rt B2R et rt myc-B2R 

exprimées par des cellules HEK 293a (Fig. 28B). Par la génération de courbes de 

saturation, il a été possible de déterminer l’affinité de ces deux nouveaux récepteurs. Le 

récepteur rt B2R a un Kd de 17,3 nM alors que le récepteur rt myc-B2 a un Kd de 8,69 nM.  
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Figure 28. Validation des nouveaux vecteurs codant pour les récepteurs B2 et myc-B2 

humain et de rat. 

(A) L’expression des récepteur B2 et myc-B2 humain dans des cellules HEK 293a a été 

mesurée par la génération de courbes de saturation (0,5 nM à 7 nM de [3H]BK). (B) 

L’expression des récepteur B2 et myc-B2 de rat dans des cellules HEK 293a a été mesurée 

par la génération de courbes de saturation (0,5 nM à 7 nM de [3H]BK). Les résultats 

représentent la liaison spécifique de la BK tritiée au récepteur étudié et sont la moyenne de 

2-3 valeurs par point. Les paramètres pharmacologiques des récepteurs sont rapportés dans 

le texte. 
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Comme pour les récepteurs B2 humain et de lapin, l’ajout de la séquence myc en position 

N-terminale du récepteur B2 de rat ne change pas significativement l’affinité de celui-ci 

pour la BK. Dans les deux expériences, les cellules HEK 293a transfectées avec le vecteur 

vide ne liaient pas de quantités significatives de BK tritiée. 

 

2.2 Affinité de la MK pour les récepteurs myc-B2 humain ou de rat 

Un essai de compétition de liaison de la [3H]BK a permis de déterminer la véritable affinité 

de la MK pour les récepteurs myc-B2 humain et de rat (Fig. 29A et 29B). Au niveau du 

récepteur myc-B2 humain, cette expérience a démontré que la MK avait une très faible 

affinité avec un IC50 de 7560 nM, alors que celui de la BK dans cet essai était de 5,16 nM. 

Cela signifie que la MK est près de 1500 fois moins puissante que la BK sur le récepteur hu 

myc-B2R. Pour le récepteur recombinant rt myc-B2R, l’affinité de la MK était plus faible 

que celle de la BK, mais dans une plus faible mesure (IC50 MK : 120 nM ; IC50 BK : 19,2 

nM). L’extension N-terminale de la MK (DLPKINRKGP) entraîne donc une perte 

d’affinité de 1 log au niveau du récepteur rt myc-B2, ce qui est une perte d’affinité 

nettement moins drastique qu’au niveau de la version humaine de cette construction. De 

plus, le peptide MK-desArg n’a pas déplacé de manière significative la liaison de la 

[3H]BK au récepteur hu myc-B2 (Fig. 29A). Cela est cohérent avec le fait que les kinines 

doivent absolument posséder le résidu arginine en position C-terminale pour être des 

ligands du récepteur B2 (Leeb-Lundberg et al., 2005). 

 

2.3 Activité pharmacologique in vitro de la MK  

La capacité de la MK de stimuler le B2R (humain ou rat) a été évaluée par un essai de 

mobilisation calcique sur des cellules exprimant stablement l’une ou l’autre de ces 

constructions (Fig. 30A). La BK (10 nM, contrôle positif) a entrainé une rapide et intense 

mobilisation calcique tant chez les cellules exprimant le hu myc-B2R que chez celles 

exprimant le rt myc-B2R. En accord avec les résultats de l’essai de compétition, seulement 

les cellules exprimant le rt myc-B2R ont mobilisées d’importantes concentrations de 

calcium suite au traitement avec la MK (10 nM). La réponse du rt myc-B2R à la MK était 

d’intensité égale à celle de la BK, mais celle-ci était légèrement retardée dans le temps vs. 

le peptide contrôle.  



 

 94 

Étant donné le grand nombre de résidus chargés positivement présent dans la séquence de 

la MK (5 ; DLPKINRKGPRGGGFSPFR), il a été suggéré que ce peptide pourrait être 

agoniste du récepteur MRGPRX2. Ce récepteur a été récemment décrit comme un 

récepteur pour les polymères et les drogues cationiques qui induisent la dégranulation des 

mastocytes (McNeil et al., 2015). Plusieurs drogues utilisées en clinique, dont l’icatibant à 

des concentrations micromolaires (atteintes au site d’injections s.c.) ont le potentiel 

d’activer ce récepteur (McNeil et al., 2015). La capacité de la MK de stimuler le récepteur 

MRGPRX2 a été testée par un essai de mobilisation calcique avec des cellules exprimant 

transitoirement ce récepteur (Fig. 30B). La MK n’a que très marginalement activé ce 

récepteur, et ce uniquement à la plus forte concentration de ce peptide (10 µM). Le 

composé 48/80, un polymère produit par une réaction de condensation du N-méthyl-p-

méthoxyphénéthylamine avec le formaldéhyde, a été utilisé comme contrôle positif dans 

cette expérience et a entraîné une mobilisation calcique significative dépendante du 

récepteur MRGPRX2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29. Profil pharmacologique de divers peptides analogues à la BK prolongés à 

l’extrémité N-terminale.  

Compétition de la liaison de [3H]BK (3 nM) au récepteur myc-B2R (A : humain; B : rat) par 

divers peptides non radiomarqués. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la liaison 

spécifique maximale (moyennes ± écart-types; nombre de réplicas indiqué entre 

parenthèses). Les IC50 des différents peptides pour chacun des récepteurs sont rapportés 

dans le texte. 
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Figure 30. Pharmacologie de la MK chez des cellules HEK 293a : Mobilisation calcique. 

(A) Effets de la BK (contrôle positif) ou de la MK sur des cellules HEK 293a exprimant 

stablement le récepteur myc-B2R humain ou de rat. (B) Effet de ces peptides sur des 

cellules exprimant de manière transitoire le récepteur MRGPRX2 humain. Dans cette 

expérience, le composé 48/80 est utilisé comme contrôle positif pour l’activation de ce 

récepteur. Ces tracés, obtenus via la fluorescence émise par le marqueur calcique FURA-2, 

représentent la mobilisation calcique exprimée en augmentation de l’émission du FURA-2 

versus le niveau initial. Le nombre de réplicas est indiqué entre parenthèses. 
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2.4 Essai de contractilité de la veine ombilicale humaine isolée appliqué à la MK 

L’ensemble des effets induits par la MK a été étudié d’avantage à l’aide de la veine 

ombilicale humaine, un essai contractile pour le récepteur B2 exploité par plusieurs 

laboratoires (Marceau et al., 2010 ; Gobeil et al., 1996).  

En premier lieu, la capacité de la MK et de la BK à induire la contraction de la veine 

ombilicale humaine a été documentée par la génération de courbes concentration-effet (Fig. 

31A). Dans cet essai, la BK induit la contraction de la veine ombilicale humaine à des 

concentrations nanomolaires avec un EC50 de 6,9 nM. Comme prédit par les résultats de 

l’essai de compétition, la courbe concentration-effet de la MK est rapportée vers la droite 

vs. la BK ce qui signifie une perte de puissance. Toutefois, la perte de puissance est 

nettement moins drastique que prévue par l’essai de compétition. En effet, la MK a un EC50 

de 145 nM ce qui correspond à une perte de puissance de 20x vs. la BK ce qui est nettement 

moins que celle de 1500x observée dans l’essai essai de liaison. Cela suggère donc que la 

MK est activée, probablement par des protéases présentes à la surface de la veine 

ombilicale humaine, afin de régénérer un agoniste du B2R.  

Afin de valider cette théorie, des concentrations équipotentes de kinines (équivalentes 

approximativement à l’EC50 estimé à la Fig. 31A) ont été administrées dans les bains à 

organes isolés afin de comparer la cinétique de contraction au niveau de la veine ombilicale 

humaine. La comparabilité des doses de BK (10 nM) et de MK (200 nM) a été confirmée 

(Fig. 31B droite). La contraction induite par la BK a rapidement atteint un plateau alors que 

celle induite par la MK a été nettement plus lente à atteindre son maximum (Fig. 31B). Cela 

vient renforcer l’idée qu’un agoniste de plus haute affinité que la MK est généré 

progressivement lors de l’incubation avec la veine ombilicale humaine. 

Afin d’éliminer la possibilité que les effets de la MK soient dépendants d’un autre 

récepteur, une courbe concentration-effet a été produite avec des anneaux de veine 

ombilicale prétraité avec l’icatibant (1 µM; Fig. 31C gauche). Le puissant effet antagoniste 

de cette drogue sur la contraction induite par la MK vient confirmer hors de tout doute que 

l’effet mesuré suite au traitement avec la MK est bel et bien dépendant du B2R exprimé par 

la veine ombilicale humaine. Ensuite, afin d’éliminer la possibilité que l’histamine, via la 

dégranulation des mastocytes peut-être présents dans la veine ombilicale humaine, 

contribue à la contraction induite par la MK, une seconde courbe concentration-effet a été 



 

 98 

réalisée. Celle-ci a été générée sur des tissus prétraités avec la pyrilamine, un antagoniste 

du récepteur H1 de l’histamine (Fig. 31C droite). Cet antagoniste n’a eu aucun effet sur la 

contraction dépendante de la MK tout en réduisant de manière drastique le pouvoir 

contractile de l’histamine. 

Par la suite, différents inhibiteurs de protéases et de peptidases ont été testés dans ce 

système afin d’identifier l’enzyme ou les enzymes responsables de l’activation de la MK 

(Fig. 31D). Chaque inhibiteur a été testé sur un groupe de tissus différents et était 

administré dans les bains 30 minutes avant la génération d’une courbe concentration-effet. 

La combinaison des inhibiteurs d’aminopeptidases bestatine et puromycine (Hitzerd et al., 

2014) n’avait aucun effet sur la contraction induite par la MK. L’inhibiteur de 

metallopeptidases EDTA de calcium disodique, un agent qui a été rapporté pour moduler la 

puissance des kinines dans un essai semblable basé sur l’aorte de rat (Babiuk et al., 1982,) 

n’avait aucun effet sur la réponse contractile à la stimulation avec la MK. L’inhibiteur de 

protéases à large spectre leupeptine (Zhang et al., 2005), l’inhibiteur de cystéine-protéases 

E-64 ainsi que l’inhibiteur de sérine-protéases Pefabloc SC ont tous trois échoués à 

déplacer la courbe concentration-effet de la MK vers la droite. L’omapatrilat, un inhibiteur 

de l’ACE et de l’endopeptidase neutre, a aussi été incapable de modifier la réponse 

contractile à la MK. Ces observations permettent d’exclure l’activation métabolique de la 

MK par diverses sérine-protéases, incluant les kallikréines. 
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Figure 31. Études de contractilité au niveau de la veine ombilical humaine isolée 

appliquées à la BK ainsi qu’à son homologue prolongé en N-terminal, la MK.  

(A) Des courbes concentration-effet ont étés construites pour chacun des peptides indiqués. 

Pour les peptides de plus faible efficacité, l’effet maximal induit par les récepteurs B2 

n’étant jamais atteint, celui-ci a été enregistré suite à l’injection d’une forte dose de BK (9.4 

µM) après l’injection de toutes les autres doses de peptides. (B) Cinétique de la contraction 
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de la veine ombilicale humaine isolée suite au traitement avec des doses équipotentes de 

BK et de MK. Les concentrations utilisées sont indiquées entre parenthèses. La similarité 

des contractions maximales induites (en gramme) par chacune des doses de peptides a été 

vérifiée (droite). (C) Effet du prétraitement de la veine ombilicale avec un antagoniste 

(appliqué 30 minutes avant la MK) sur la courbe concentration-effet de la MK. (D). Effet 

de divers inhibiteurs de peptidases (appliqués 30 minutes avant la MK) sur la génération 

d’une courbe concentration-effet pour la MK. Pour chaque courbe, les résultats sont 

représentatifs de plusieurs réplicas (nombre entre parenthèse; les valeurs présentées 

correspondent à la moyenne ± l’écart-type). 
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Figure 32. Détermination par LC-MS des fragments C-terminaux de la MK produits par 

l’incubation à 37 °C de ce peptide en présence d’un anneau de veine ombilicale humaine 

pendant 5 ou 15 minutes.  

(A) La MK (100 fmol) est métabolisée durant l’incubation. (B) Lys-Gly-Pro-BK est le 

métabolite C-terminal majeur de la MK. (C) Gly-Pro-BK est aussi un métabolite qui 

s’accumule de manière significative. 
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2.5 Identification des peptides générés par l’activation métabolique de MK par LC-

MS 

La conversion de la MK en kinines plus courtes et de plus haute affinité est une nécessité 

en raison de l’affinité marginale de MK pour le récepteur B2 et de la lenteur de la 

contraction induite par ce peptide. Toutefois, l’inhibition de plusieurs protéases n’a pas 

permis d’identifier une voie d’activation de la MK. Afin de contourner ce problème, le 

peptide MK a été incubé avec des anneaux de veine ombilicale humaine puis analysé par 

LC-MS après quelques étapes de purification (voir Matériel et Méthodes section 2.10). 

L’analyse par LC-MS a permis d’identifier deux fragments C-terminaux de la MK (Fig. 

32). La génération de Lys-Gly-Pro-BK et de Gly-Pro-BK par l’incubation avec la veine 

ombilicale humaine a été observée et ce de manière temps-dépendante ce qui est cohérent 

avec la génération graduelle d’analogues de la BK à proximité des tissus. Étonnamment, la 

MK commerciale contenait de petites quantités des deux fragments C-terminaux, mais 

l’incubation avec la veine ombilicale a fortement augmenté l’intensité de ces fragments 

dans l’analyse LC-MS. De nombreux fragments N-terminaux tels que DLPKINRKGPRPP 

et DLKINRKGPRPPGF ont aussi été identifiés démontrant l’abondance de sites de clivage 

dans la MK et aussi l’abondance des peptidases présentes dans le tissu étudié. 

 

2.6 Réponses hémodynamiques in vivo à la MK 

Les valeurs de base pour la pression artérielle moyenne (MAP) et pour le rythme cardiaque 

(HR) présentées dans le Tableau 7 ont été enregistrées dans le groupe contrôle ou 15 

minutes après le prétraitement avec l’enalaprilat, l’icatibant ou la pyrilamine. Bien qu’il n’y 

ait pas de changement significatif dans la MAP entre les groupes, il y avait une 

augmentation significative du HR chez les rats traités avec l’enalaprilat vs. le groupe 

contrôle.  

Tableau 7 : Paramètres cardiovasculaires de base chez les rats anesthésiés suite au 

prétraitement 
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Figure 33. Réponses hémodynamiques chez le rat anesthésié suite à l’injection d’un bolus 

intraveineux de doses croissantes d’agonistes du récepteur B2 de la BK. 

Tracés représentatifs montrant l’effet dose-réponse de la MK (A) ou de BK (B) sur la 

tension artérielle et sur le rythme cardiaque. Les doses de MK et de BK sont exprimées en 

fmol/kg afin de permettre une comparaison efficace entre les deux peptides, car ceux-ci ont 

des poids moléculaires très différents. 
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Figure 34. Réponses hémodynamiques chez le rat anesthésié suite à l’injection d’un bolus 

intraveineux de doses croissantes d’agonistes du récepteur B2. 

(A) Courbes dose-réponse de l’effet hypotensif de la MK et effet d’un prétraitement avec 

l’icatibant, l’enalaprilat ou la pyrilamine (administré sous forme de bolus intraveineux 15 

minutes avant l’injection de MK) sur la réponse hypotensive induite par la MK. Les effets 
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de la MK étaient significativement différents de ceux de la saline-BSA aux quatre doses 

supérieures utilisées (ANOVA suivie d’un test de Dunnett, P<0,01. *, P<0,01 : effet des 

prétraitements sur la réponse hypotensive induite par la MK (test de Dunnett effectué pour 

chaque dose de MK où l’ANOVA était significative). (B) Histogrammes démontrant l’effet 

antagoniste de la pyrilamine chez le rat anesthésié traité ou non avec une dose de 6,4 µg/kg 

d’histamine. L’effet de l’histamine était significativement différent de celui de la saline-

BSA (*, P<0,01, test t de Student). (C) Courbes dose-réponse pour l’effet hypotensif de la 

BK; résultats présentés comme en (A). Les effets de la BK étaient significativement 

différents de la saline-BSA seulement aux deux doses supérieures. (D) Temps nécessaire 

pour la demi-récupération de l’épisode hypotensif suite à l’administration de doses 

croissantes de BK ou de MK rapportées dans les panneaux A et C. (E) Réponses 

tachycardiques maximales lors des épisodes hypotensifs induits par la BK ou la MK 

rapportés dans les panneaux A et C. Pour chaque panneau, les valeurs correspondent à la 

moyenne ± l’écart-type et le nombre de réplicas est indiqué entre parenthèse. 
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Il a été rapporté récemment que l’administration de BK causait de brèves réponses 

hypotensives couplés à de la tachycardie et que ces réponses étaient fortement amplifiées 

dans le cas d’une inhibition pharmacologique de l’ACE (Jean et al., 2016a). À l’aide du 

même protocole, il a été démontré que la MK était plus puissante que la BK pour causer 

l’hypotension (Figs. 33 et 34). De plus, les épisodes hypotensifs causés par la MK étaient 

de plus longue durée et la tachycardie qui y était associée était généralement plus intense 

que chez les rats traités avec la BK. Contrairement à la BK, la MK n’était pas potentialisée 

par l’enalaprilat, mais tout comme ceux de la BK les effets hypotensifs de la MK étaient 

significativement inhibés en présence d’icatibant (Fig. 34A).  

L’antagoniste du récepteur H1 de l’histamine, la pyrilamine, n’avait aucun effet sur les 

réponses hémodynamiques à l’injection de MK chez le rat anesthésié (Fig. 34C). Toutefois, 

le même prétraitement avec la pyrilamine a significativement réduit la réponse hypotensive 

de l’histamine (Fig. 34B). 

Le flot circulatoire moyen mesuré par effet Doppler dans les membres postérieurs permet 

de quantifier l’effet vasodilatateur de l’injection i.v. de drogues chez le rat anesthésié 

comme décrit dans Matériel et Méthodes section 2.9.2. La Figure 35 montre les 

changements simultanés dans la MAP, le HR et le Doppler shift au niveau des membres 

postérieurs induits par l’injection i.v. de véhicule, de BK ou de MK. Cela démontre que les 

effets hypotensifs causés par la BK et la MK étaient accompagnés d’une augmentation du 

flot circulatoire moyen au niveau de membres postérieurs et d’une augmentation du rythme 

cardiaque. L’augmentation mesurée du flot circulatoire moyen par effet Doppler au niveau 

des membres postérieurs pourrait signifier une diminution de la résistance vasculaire ; c’est 

à dire une vasodilatation. Toutes les réponses causées par la MK et la BK ont été 

significativement réduites par un prétraitement avec l’icatibant, prouvant que les effets 

observés sont bel et bien dépendants de la stimulation du B2R.  
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Figure 35. Effets simultanés de la BK ou de la MK sur divers paramètres 

hémodynamiques. 

(A) Effets des agonistes du B2R sur la tension artérielle moyenne (MAP (mean arterial 

pressure; mm Hg). (B) Effet des deux peptides sur le mean hindquarter Doppler shift 

signal (kHz; effet vasodilatateur). (C) Effets de la BK et de la MK sur le rythme cardiaque 

(hearth rate; HR; battements par minutes, phase tachycardique). Les réponses 

hémodynamiques présentées ci-dessus ont été générées suite à l’administration 

intraveineuse de saline-BSA, de BK ou de MK sous forme de bolus chez le rat anesthésié. 

Un groupe de rats avait été préalablement traité avec une dose d’icatibant, afin de valider la 

spécificité des réponses induites par les agonistes du B2R. L’icatibant a significativement 

réduit l’ensemble des réponses induites par les deux kinines (test t de Student, * P<0,01; ** 

P<10-4). Les valeurs correspondent à la moyenne ± l’écart-type et le nombre de réplicas est 

indiqué entre parenthèses. 
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2.7 Caractérisation supplémentaire d’EGFP-MK en tant que modèle pour une 

protéine de fusion ligand du B2R 

Malgré la caractérisation extensive préalablement effectué sur EGFP-MK (Charest-Morin 

et al., 2013), certaines questions concernant cette protéine de fusion restaient en suspens. 

Premièrement, la préparation de protéine fluorescente EGFP-MK a été revalidée par 

immunobuvardage avec les anticorps anti-GFP et anti-BK (Fig. 36). Cet immunobuvardage 

a démontré la présence d’une bande relativement homogène correspondant à une protéine 

ayant un poids légèrement plus lourd que la protéine native EGFP. Cette variation dans la 

migration des deux bandes est consistante avec l’insertion de la séquence de la MK en C-

terminal de l’EGFP, confirmé par la réactivité d’EGFP-MK avec l’anticorps anti-BK. 

 

2.7.1 Évaluation de l’internalisation d’EGFP-MK par les récepteurs hu et rt myc-B2Rs 

Ensuite, puisque la capacité d’EGFP-MK d’interagir avec les récepteurs B2 humain et de rat 

n’avait jamais été documentée, celle-ci fut étudiée. La Figure 37 présente une comparaison 

de l’internalisation de différentes concentrations d’EGFP-MK par les récepteurs myc-B2 

humain et de rat. Dans cette expérience les récepteurs possédant l’épitope myc avaient été 

pré-marqués avec un anticorps anti-myc conjugué à un fluorophore rouge, l’AlexaFluor 

594, afin de confirmer leur expression membranaire. Cette expérience a démontré que la 

protéine de fusion EGFP-MK avait nettement plus d’affinité pour le rt myc-B2R. En effet, 

ce dernier a médié l’internalisation d’EGFP-MK à toutes les concentrations testées et il y 

avait colocalisation avec l’anticorps anti-récepteur rouge de manière convaincante. De son 

côté, le récepteur hu myc-B2R n’a pas internalisé EGFP-MK, malgré une endocytose 

partielle du récepteur marqué avec l’anticorps fluorescent et ce sans internalisation 

significative d’EGFP-MK (diluée 1 :50 ; réponse inférieure à celle d’EGFP-MK 1 :1250 vs. 

rt myc-B2R). 

La spécificité d’EGFP-MK pour le récepteur B2 de rat a par la suite été confirmée en 

microscopie (Fig. 38). Pour ce faire, des cellules ont été optionnellement prétraitées avec 

l’antagoniste icatibant puis stimulées avec EGFP-MK (1 :250, 30 minutes). Alors que les 

cellules stimulées uniquement avec la protéine de fusion démontraient une forte endocytose 

d’EGFP-MK, celles traitées également avec l’icatibant (1 µM) avaient la même intensité de 

marquage fluorescent que les cellules non-stimulées.  
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Figure 36. Validation de l’identité d’EGFP-MK par immunobuvardage. 

Immunobuvardages des lysats de cellules HEK 293a productrices transfectées 

transitoirement avec le vecteur vide pcDNA3.1, le vecteur EGFP-N3 codant pour la EGFP 

authentique ou le vecteur EGFP-MK. EGFP-MK migre plus lentement que la EGFP 

authentique de par la présence de son extension C-terminale, laquelle réagit aussi avec 

l’anticorps anti-BK. 
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Figure 37. Marquage différentiel de cellules HEK 293a exprimant stablement une 

construction myc-B2R (humain ou rat) par EGFP-MK. 

Préalablement à la stimulation avec EGFP-MK (30 minutes, 37 ˚C), les cellules ont été 

incubées avec un anticorps anti-myc conjugué à l’AlexaFluor-594.  
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Figure 38. Validation de la spécificité d’EGFP-MK au niveau du rt myc-B2R. 

L’endocytose d’EGFP-MK (1 :250, 30 minutes à 37 ˚C) par le récepteur rt myc-B2R est 

caractérisée par une forte fluorescence verte endosomale. Un prétraitement avec l’icatibant 

vient inhiber complétement l’internalisation de la protéine de fusion. Observation en 

transmission et en fluorescence verte (magnification finale 1000x). 
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L’absence de liaison d’EGFP-MK au rt myc-B2R en présence d’icatibant démontre la 

spécificité de cette protéine de fusion pour ce récepteur. 

 

2.7.2 Études de la signalisation et de la localisation tardives d’EGFP-MK (30 minutes à 24 

heures) 

Le destin d’EGFP-MK après l’internalisation par des cellules exprimant stablement le 

récepteur rt myc-B2 a été étudié au moyen de la transfection de ces cellules avec des 

marqueurs endosomaux fluorescents rouges (Fig. 39). Cette expérience a démontré que 

l’internalisation d’EGFP-MK était persistante même 24 heures après la stimulation. 

L’expression de la protéine fluorescente rouge cytosolique mCherry n’a pas interférée avec 

l’endocytose d’EGFP-MK. Le marqueur des endosomes précoces Rab5-mCherry a 

colocalisé avec EGFP-MK aux temps 30 minutes et 6 heures, mais la colocalisation était 

absente 24 heures post-stimulation. De plus, les cellules co-exprimant Rab5-GTP-locked-

mCherry ont concentré, de manière temps-dépendante, EGFP-MK dans des endosomes 

géants à tous les temps étudiés dans cette expérience. LAMP1-mCherry est un marqueur des 

lysosomes et des endosomes tardifs (Parks et al., 2015). Il n’y avait pas de colocalisation 

entre LAMP1-mCherry et EGFP-MK après 30 minutes d’incubation. Toutefois, une densité 

croissante de vésicules marquées avec LAMP1-mCherry contenant le cargo fluorescent vert 

a été observée aux temps d’incubation plus tardifs, 6 h et 24 h, indiquant une lente 

progression vers le système lysosomal. 

Une étude par immunobuvardage a également été réalisée afin d’étudier l’internalisation et 

la signalisation tardive causées par EGFP-MK (Fig. 40). L’immunobuvardage a révélé 

qu’après 30 minutes d’incubation avec EGFP-MK, les cellules HEK 293 exprimant le rt 

myc-B2R contenaient à la fois la forme intacte d’EGFP-MK (bande supérieure positive 

avec anti-BK et anti-GFP) et une forme dégradée ressemblant à EGFP, négative avec l’anti-

BK. De plus longues incubations en présence d’EGFP-MK ont menées à l’accumulation de 

cette forme dégradée, alors que la forme intacte de cette protéine de fusion semblait être 

réapprovisionnée de façon continue par le milieu de culture contenant celle-ci. Les mêmes 

extraits cellulaires ont été testés pour l’accumulation de c-Fos et les deux peptides 

synthétiques, BK et MK, ont tous deux induit l’accumulation de ce facteur de transcription, 

et ce de manière plus intense dans le cas de la MK. 
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Figure 39. Colocalisation d’EGFP-MK avec divers marqueurs endosomaux en fonction du temps. 

Les stimulations ont été effectuées dans des cellules co-transfectées avec le récepteur rt myc-B2 et avec un marqueur endosomal 

fluorescent rouge (mCherry a été utilisée comme contrôle et n’a aucun effet sur l’internalisation d’EGFP-MK). Les incubations de 

durée variable suite aux traitements ont été effectuées à 37 ˚C. 
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Figure 40. Internalisation et signalisation d’EGFP-MK sur cellules HEK 293 exprimant 

stablement le rt myc-B2R. 

Des extraits cellulaires totaux ont été migrés sur gel de polyacrylamide puis transférés sur 

membrane de nitrocellulose avant d’être incubés avec des anticorps anti-GFP, anti-BK, 

anti-c-Fos et anti-β-actine. Les anticorps anti-GFP et anti-BK ont révélés une accumulation 

d’une protéine apparentée à la EGFP qui semble être un produit de dégradation de EGFP-

MK, ne contenant pas la séquence intacte de la BK. L’accumulation de c-Fos est stimulée 

par la BK, la MK et la EGFP-MK (signal maximal au temps 3 heures pour les trois 

stimulants; histogrammes générés à partir de la densité des bandes). Une analyse de 

variance a indiqué que les valeurs de densité des bandes étaient hétérogènes (P<0,01); les 

valeurs différaient du contrôle selon le test de Dunnett : *P<0,05; **P< 0,01, P<0,001. Ces 

résultats sont représentatifs de trois expériences distinctes. 
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Les cellules traitées avec EGFP-MK ont accumulées c-Fos de manière très similaire à 

celles stimulées avec MK. Conformément à ce qui a été observé plus tôt, les cellules 

traitées avec l’icatibant n’ont pas internalisé EGFP-MK et n’ont pas accumulé c-Fos en 

réponse au traitement avec cette protéine. 

 

2.8 Étude de la protéine de fusion APEX2-(NG)15-MK 

L’ensemble des connaissances acquises sur la MK et sur EGFP-MK a été utilisé afin de 

générer une nouvelle protéine de fusion avec domaine enzymatique, APEX2-(NG)15-MK. 

Cette protéine de fusion a d’abord été caractérisée par un immunobuvardage avec des 

anticorps anti-FLAG et anti-BK (Fig. 41). L’immunobuvardage avec l’anticorps anti-FLAG 

a révélé la présence d’une protéine de fusion relativement homogène avec un poids 

moléculaire supérieur à celui de la forme native d’APEX2 découlant de la fusion de la 

séquence (NG)15-MK en position C-terminale d’APEX2. La nouvelle protéine de fusion a 

aussi réagi avec l’anticorps anti-BK prouvant l’intégrité de l’extension C-terminale. 

 

2.8.1 Caractérisation de l’activité pharmacologique d’APEX2-(NG)15-MK 

L’activité pharmacologique d’APEX2-(NG)15-MK a été étudiée à l’aide de deux protocoles 

distincts. En premier, lieu l’activité agoniste d’APEX2-(NG)15-MK a été confirmée par un 

essai de mobilisation calcique sur des cellules HEK 293a rt myc-B2R (Fig. 42). La 

stimulation avec le lysat APEX2-(NG)15-MK (dilué 1 :250) a entraîné une mobilisation 

calcique significative, quoique moindre que celle engendrée par la BK (10 nM). Le 

prétraitement avec l’antagoniste icatibant (1 µM) a complétement inhibé la mobilisation 

calcique dépendante du B2R, prouvant par le fait même la spécificité d’APEX2-(NG)15-

MK. Ensuite, l’activité pharmacologique a été confirmée par immunobuvardage via 

l’accumulation de c-Fos (Fig. 43). Cette expérience a été un succès et a confirmé la 

spécificité d’APEX2-(NG)15-MK pour le récepteur B2, puisqu’il n’y avait pas 

d’accumulation de c-Fos en absence de ce récepteur ou lorsque les cellules avaient été 

traitées avec l’icatibant. De plus, la protéine APEX2 était inactive tant chez les cellules 

exprimant le récepteur rt myc-B2 que chez celle non-transfectées.  
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Figure 41. Validation de l’identité de APEX2-(NG)15-MK par immunobuvardage. 

Immunobuvardages des lysats de cellules HEK 293a productrices transfectées 

transitoirement avec le vecteur vide pcDNA3.1, le vecteur codant pour l’APEX2 

authentique ou un vecteur codant pour APEX2-(NG)15-MK. Les deux derniers vecteurs 

codent pour des peroxydases possédant un épitope FLAG en position N-terminale. APEX2-

(NG)15-MK a une migration différente que l’APEX2 authentique, de manière cohérente 

avec la présence d’une extension de 4,7 kDa, et réagit avec l’anticorps anti-BK, indiquant 

un domaine C-terminal intact. 
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Figure 42. Mobilisation calcique induite par APEX2-(NG)15-MK. 

La stimulation de cellules HEK 293a rt myc-B2R avec la BK ou APEX2-(NG)15-MK a 

entrainé une mobilisation calcique significative. Un prétraitement avec l’icatibant a 

complètement inhibé la réponse induite par APEX2-(NG)15-MK. Les résultats sont 

représentatifs de la moyenne de triplicatas pour chaque condition. 
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Figure 43. Immunobuvardage de l’accumulation de c-Fos dépendante de la stimulation du 

rt myc-B2R par APEX2-(NG)15-MK. 

Accumulation de c-Fos suite au traitement de cellules non-transfectées ou exprimant 

stablement le rt myc B2R avec la BK, APEX2 ou APEX2-(NG)15-MK (traitement de 1 

heure avec ou sans prétraitement avec l’icatibant; résultats présentés sous forme 

d’histogrammes générés à partir de la densité des bandes). Résultats représentatifs de 3 

expériences. Une analyse de variance a indiqué que les valeurs de densité étaient 

hétérogènes (P<10-4). Les valeurs diffèrent des contrôles non transfectés selon le test de 

Dunnett : *P<0,05; **P<0,001. 
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Cela démontre que l’activité pharmacologique d’APEX2-(NG)15-MK lui est conférée par 

son domaine C-terminal contenant la séquence complète de la BK. L’immunobuvardage de 

la β-actine est venu confirmer qu’une quantité égale de protéine avait été migrée sur le gel. 

 

2.8.2 Détection du rt myc-B2R avec APEX2-(NG)15-MK 

Des cellules HEK 293a exprimant stablement les récepteurs hu ou rt myc-B2 ou aucune de 

ces constructions ont été utilisées afin d’étudier le marquage espèce-dépendante par 

APEX2-(NG)15-MK à l’aide du substrat des peroxydases TrueBlue™ (Fig. 44). 

L’expression des récepteurs avec l’épitope myc en position N-terminale a été confirmée à 

l’aide de l’anticorps anti-myc 4A6 et d’un anticorps secondaire anti-mouse IgG conjugué à 

la HRP.  

Le traitement des cellules exprimant le récepteur de rat avec APEX2-(NG)15-MK a produit 

un marquage intense de ces cellules alors que les cellules n’exprimant pas de récepteur ou 

exprimant le récepteur humain n’ont pas été colorées par ce traitement. Le prétraitement 

avec l’antagoniste icatibant a complétement bloqué la coloration des cellules HEK 293a rt 

myc-B2R prouvant qu’APEX2-(NG)15-MK permet la détection spécifique du B2R. 

Le protocole de détection basé sur le luminol a par la suite été appliqué aux trois mêmes 

lignées cellulaires afin de quantifier la liaison d’APEX2-(NG)15-MK à son récepteur (Fig. 

45). Après 30 minutes d’incubation avec la protéine de fusion, les cellules ont été incubées 

avec une solution de luminol, puis analysées avec un lecteur de plaque. L’incubation avec 

APEX2-(NG)15-MK a résulté en une luminescence supérieure à celle des cellules non-

traitées chez les trois lignées cellulaires. Toutefois, les cellules exprimant le rt myc-B2R 

avaient un signal de très forte intensité et ce signal était réduit de manière significative par 

un co-traitement avec l’icatibant. L’icatibant n’a pas réduit la luminescence associée avec 

APEX2-(NG)15-MK chez les cellules contrôles ou chez celles exprimant le récepteur hu 

myc-B2 démontrant que ce signal correspond à une liaison non spécifique de la protéine de 

fusion. 

Le protocole de détection alternatif basé sur l’oxydation du TMB a par la suite été appliqué 

sur des cellules HEK 293a ainsi que sur des cellules HEK 293a exprimant stablement les 

récepteurs hu ou rt myc-B2 (Fig. 46A). Les cellules HEK 293a rt myc-B2R, lorsque traitées 

avec APEX2-(NG)15-MK, étaient associées avec un signal significativement supérieur à 
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celui des cellules non-traitées. De plus, un co-traitement avec l’icatibant a complétement 

inhibé le signal dépendant de la protéine de fusion en le ramenant au niveau des cellules 

non-traitées. La détection colorimétrique avec APEX2-(NG)15-MK n’a pas généré de signal 

au-dessus de celui des cellules non traitées chez les cellules contrôles ou chez celles 

exprimant le hu myc-B2R. L’absence de signal non spécifique dans la détection d’APEX2-

(NG)15-MK avec le TMB a rendu possible une expérience dans laquelle APEX2-(NG)15-

MK serait utilisée comme ligand non-isotopique capable de déterminer l’affinité d’autre 

ligands dans un essai de compétition effectué sur des cellules HEK 293a rt myc-B2R (Fig. 

46B). Pour ce faire, ces cellules ont été incubées avec une concentration fixe d’APEX2-

(NG)15-MK et des concentrations croissantes du ligand à l’étude, dans ce cas-ci l’icatibant 

ou la MK. Cette expérience a démontré que l’icatibant a une affinité 30x supérieure à celle 

de la MK mettant ainsi en évidence le potentiel de ce système pour la caractérisation de 

nouveaux ligands de ce récepteur. 
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Figure 44. Marquage par le TrueBlue™ suite à la stimulation avec APEX2-(NG)15-MK. 

Des cellules (non-transfectées, rt myc-B2R ou hu myc-B2R) ont été stimulées avec APEX2-

(NG)15-MK (30 minutes, 37 ˚C avec traitement optionnel d’icatibant) puis incubées 10 

minutes à température pièce avec le réactif TrueBlue™. L’expression des récepteurs avec 

un épitope myc en position N-terminale a été validée par les anticorps anti-myc et anti IgG 

de souris conjugué à la HRP. Les cellules ont été observées en transmission (magnification 

originale 100x). 
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Figure 45. Détection par luminescence de l’activité peroxydase d’APEX2-(NG)15-MK liée 

à son récepteur. 

Des cellules HEK 293a non transfectées ou exprimant une des deux constructions myc-B2R 

(hu ou rt) ont été stimulées 30 minutes avec APEX2-(NG)15-MK à 37 ˚C. Certaines cellules 

avaient été prétraitées avec 1 µM d’icatibant. Après cette stimulation, les cellules ont été 

rincées et incubées avec un réactif à base de luminol. Une analyse de variance a révélé que 

les valeurs étaient hétérogènes pour chaque lignée cellulaire (P<10-4). Le test de 

comparaisons multiples de Tukey a ensuite été appliqué pour chaque paire de valeurs. Pour 

chaque lignée cellulaire, valeur vs. leur contrôle respectif : ***P<0,01; effet d’un co-

traitement avec l’icatibant : ‡‡‡P<0,001. Le nombre de réplicas est indiqué au-dessus de 

chaque barre de l’histogramme. 
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Figure 46. Détection colorimétrique (TMB) de l’activité peroxydase d’APEX2-(NG)15-MK 

liée à son récepteur. 

(A) Le même protocole qu’à la figure 45 a été appliqué, à la différence que les cellules ont 

été incubées 30 minutes à température pièce avec une solution de TMB après la stimulation 

avec APEX2-(NG)15-MK. Une analyse de variance a révélé que les valeurs étaient 

hétérogènes pour chaque lignées cellulaire (P<10-4). Le test de comparaisons multiples de 

Tukey a ensuite été appliqué pour chaque paire de valeurs. Pour chaque lignée cellulaire, 

APEX2-(NG)15-MK vs. contrôle: ***P<0,01; effet d’un co-traitement avec l’icatibant : 

‡‡‡P<0,001. (B) Utilisation d’APEX2-(NG)15-MK comme ligand non-isotopique pour 

déterminer l’affinité de ligands non-marqués avec une détection finale basée sur une 

solution de TMB comme en A. 
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2.9 Génération et évaluation de protéines de fusion de haut poids moléculaire basées 

sur la HSA 

La génération de protéine de fusion HSA offre en théorie de nombreux avantages 

thérapeutiques. Tout d’abord, il s’agit d’une protéine de haut poids moléculaire (≈66 kDa) 

sans activité pharmacologique et qui est abondante dans le plasma. Le haut poids 

moléculaire de cette protéine de fusion peut être d’un grand intérêt puisque qu’elle 

empêcherait le ligand de quitter la circulation sanguine en évitant les filtrations 

glomérulaires et capillaires. De plus, la HSA ayant une longue demi-vie dans le plasma, 

c’est une bonne stratégie pour prolonger la demi-vie d’une drogue. On retrouve dans la 

littérature des protéines de fusion basées sur la HSA avec des visées thérapeutiques (Bao et 

al., 2011 ; Smith et al., 2016). Plusieurs protéines de fusion HSA avec des domaines C-

terminaux contenant la BK ont été générées et évaluées pour leur capacité à activer le B2R. 

 

2.9.1 Relation structure activité des analogues de la BK prolongés en position N-terminale 

La génération de protéines de fusion ligands du récepteur B1 de la BK a démontré que la 

séquence du spacer reliant le ligand au domaine fonctionnel était de la plus haute 

importance pour l’affinité de la protéine de fusion résultante (Charest-Morin et Marceau, 

2016). Afin de déterminer une combinaison spacer-agoniste optimale, certaines de ces 

combinaisons ont été testées dans un essai de compétition vs. les récepteurs hu myc-B2 ou rt 

myc-B2 (Fig. 47). Les combinaisons spacer-agoniste testées sont toutes composées d’un 

spacer relativement hydrophile prolongé en position N-terminale par la séquence intacte de 

la BK. La MK contient un tel spacer sélectionné naturellement. Ile-Ser-BK, une séquence 

retrouvée dans le T-kininogène des rongeurs, a été rapporté comme étant un agoniste de 

haute affinité du récepteur B2 de rat (David et Burguess, 2002). Le dipeptide Ile-Ser a été 

inséré entre le domaine hydrophile de la MK et la BK, une position possiblement cruciale 

située à l’interface du fluide extracellulaire et du récepteur. Le peptide résultant a été 

nommé MISI (MK with Ile-Ser insert). La troisième combinaison est inspirée du dimère 

Asn-Gly répété 5 fois (NG)5 récemment utilisé avec succès dans une construction 

fluorescente agoniste du récepteur B1 de la BK. La combinaison spacer-agoniste utilisée 

dans cette construction a été adaptée au récepteur B2 pour obtenir (NG)5-BK au lieu de 

(NG)5-Lys-desArg9-BK. 



 

 125 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47. Évaluation de l’affinité des nouveaux peptides analogues de la BK prolongés en 

position N-terminale. 

Essai de compétition de la liaison de la BK tritiée (3 nM) au récepteur myc-B2R de rat (A) 

ou humain (B). Les résultats sont exprimés en pourcentage du contrôle et représentent la 

moyenne ± l’écart type du nombre de réplicas indiqué entre parenthèses. Les valeurs 

estimées de l’affinité de ces peptides sont rapportées dans le texte. 
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Au niveau du récepteur rt myc-B2, la MK a déplacé la BK tritiée avec une puissance 4,9 

fois inférieure à celle de la BK (IC50 pour la BK et la MK respectivement : 18,6 nM et 91,8 

nM) alors que les autres ligands putatifs de ce récepteur n’étaient pas caractérisés par une 

forte affinité (IC50 pour MISI et (NG)5-BK : 767 nM et 1183 nM ; Fig. 47A). En effet, il 

s’agit d’une perte de puissance de 41 fois pour MISI et de 63 fois pour (NG)5-BK 

comparativement à la BK. Au niveau du récepteur humain, des expériences précédentes 

avaient suggérées que les kinines prolongées en position N-terminale avaient peu d’affinité 

pour ce récepteur. Cela a été confirmé de nouveau par un essai de compétition sur le 

récepteur hu myc-B2 qui a révélé que tous les peptides prolongés en position N-terminale 

avaient un IC50 supérieur à 2,5 µM dans cet essai ; c’est à dire qu’elles avaient toutes une 

très faible affinité pour ce récepteur (fig. 47B).  

 

2.9.2 Production, purification et caractérisation pharmacologique des protéines de fusion 

HSA sécrétées 

L’homogénéité et l’intégrité des protéines de fusion HSA sécrétées ont été validées par une 

expérience d’immunobuvardage avec des anticorps anti-HSA, anti-BK et anti-FLAG (Fig. 

48). L’ensemble des constructions HSA (HSA native, HSA-MK, HSA-MISI, HSA-(NG)5-

BK, HSA-(NG)30-MK, HSA-(NG)45-MK et HSA-(NG)60-MK) a été détecté dans le milieu 

conditionné des cellules productrices tant par l’anticorps anti-HSA que l’anticorps anti-BK 

(à l’exception de HSA native). La détection de la BK en position C-terminale de ces 

constructions suggère l’intégrité de ce domaine, puisque cet anticorps ne reconnaît pas les 

métabolites de la BK comme des-Arg9-BK. L’intégrité du domaine BK est une information 

très intéressante, puisque la fusion avec la HSA semble conférer une forte résistance aux 

peptidases à un peptide qui autrement est dégradé extrêmement rapidement dans le milieu 

de culture. Les combinaisons spacer-agoniste fusionnées à l’extrémité C-terminale de la 

HSA ont entrainé une migration différentielle conséquente avec la taille de la dite 

extension. De plus, les trois constructions HSA-(NG)x-MK ont été détectées avec 

l’anticorps monoclonal anti-FLAG.  

Comme mentionné dans la section Méthodes, les protéines de fusion HSA ont toutes été 

purifiées avec la colonne Mimetic Blue®. En effet, ces colonnes ont permis de concentrer 

et de purifier les protéines de fusion HSA sécrétées de manière efficace (Fig. 49 et 50). Ces 
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immunobuvardages ont montrées que le flow through (le milieu conditionné passé à travers 

la colonne et qui n’a pas lié la résine) contenait nettement moins de protéines apparentées à 

la HSA que le milieu conditionné initial. De plus, le premier éluat (1 à 5 ml) était fortement 

enrichi en protéine de fusion HSA et la protéine présente dans cet éluat était 

immunoréactive avec les anticorps appropriés (anti-HSA, anti-BK et optionnellement anti-

FLAG). 

Après la purification, les différentes protéines de fusion HSA ont été dosées à l’aide d’un 

ELISA anti-HSA. Cet ELISA a dévoilé que les éluats obtenus à l’étape précédente 

contenaient les protéines de fusion à des concentrations variant entre 5 et 20 µM. 

Les différentes protéines de fusion HSA sécrétées ont par la suite été testées dans un essai 

de mobilisation calcique afin d’évaluer leur activité agoniste sur le rt myc-B2R. Toutes les 

constructions, utilisées à des concentrations variant de 50 à 600 nM, ont échoué à entrainer 

une mobilisation calcique significative dans ces cellules, alors que la BK et la MK ont 

généré une mobilisation calcique intense et reproductible à seulement 10 nM (Fig. 51A et 

B). 

 

2.9.3 Production, purification et caractérisation de la forme cytosolique de HSA-MK 

Une hypothèse pour expliquer l’échec des différentes constructions HSA sécrétées à 

stimuler le récepteur rt myc-B2 était que la structure globulaire de la HSA interférait avec la 

liaison au récepteur. Afin de valider cette hypothèse, une forme cytosolique de la HSA-

MK, cyto HSA-MK a été produite et caractérisée pharmacologiquement. La logique 

derrière ce raisonnement est que la HSA contient 17 ponts disulfures absolument 

nécessaires pour adopter la conformation requise pour son activité et lier ses ligands (Sugio 

et al., 1999). Des ponts disulfures stables se forment très rarement dans l’environnement 

réducteur qu’est le cytoplasme (Woycechowsky et Raines, 2000 ; Cumming et al., 2004). 

De plus, les protéines sécrétées circulent par le réticulum endoplasmique, endroit où les 

ponts disulfures sont généralement formés. Donc, la forme cytosolique de la HSA-MK aura 

la même séquence que HSA-MK, mais n’aura pas la même structure globulaire que celle-

ci. 
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Figure 48. Immunobuvardage des milieux conditionnés contenant des protéines de fusion 

HSA sécrétées. 

Pour cette expérience, 10 µL de milieu conditionné (avant la purification) ou un volume 

équivalent d’une solution contenant la HSA authentique ont été migrés sur des gels faits de 

7% de polyacrylamide. Pour chaque protéine de fusion, la bande observée est plus lourde 

que celle de la HSA authentique et ce de manière cohérente avec l’extension C-terminale 

des protéines de fusion. 
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Figure 49. Purification et concentration des protéines de fusion HSA sécrétées (1ère partie). 

Les protéines de fusion ont toutes été purifiées et concentrées à partir des milieux 

conditionnés obtenus à partir des cellules productrices transfectées, à l’aide des colonnes 

Mimetic Blue®. Les protéines de fusion ont toutes été récoltées dans la première fraction 

d’élution avec l’octanoate de sodium. 
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Figure 50. Purification et concentration des protéines de fusion HSA sécrétées (2ème partie). 

Les protéines de fusion ont toutes été purifiées et concentrées à partir des milieux 

conditionnés obtenus à partir des cellules productrices transfectées, à l’aide des colonnes 

Mimetic Blue®. Les protéines de fusion ont toutes été récoltées dans la première fraction 

d’élution avec l’octanoate de sodium. 
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Figure 51. Essai de mobilisation calcique avec les protéines de fusion HSA sécrétées. 

Absence de signalisation calcique suite à la stimulation de cellules rt myc-B2R avec les 

différentes protéines de fusion sécrétées. La concentration protéique des constructions HSA 

a été déterminée par un ELISA anti-HSA (la concentration finale dans l’essai est celle 

indiquée à droite). Les cellules répondaient de manière intense et répétée à la BK et/ou la 

MK. 
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En premier lieu, l’identité de la protéine cyto myc-HSA-MK a été confirmée par un 

immunobuvardage (Fig. 52A). En effet, celui-ci a révélé que la protéine de fusion 

accumulée dans le cytosol des cellules productrices contenait la séquence de la HSA, un 

épitope myc en position N-terminale et un domaine BK en position C-terminale prouvant 

ainsi l’intégrité de cyto myc-HSA-MK. Afin de confirmer l’hypothèse selon laquelle, une 

protéine de fusion HSA produite dans le cytosol serait dénaturée, une tentative de 

purification avec la colonne Mimetic Blue® a été effectuée (Fig. 52B). En effet, puisque les 

ponts disulfures ne se sont pas formés correctement, la pochette de liaison pour l’interaction 

avec la résine de ces colonnes ne devrait pas être présente sur la protéine de fusion cyto 

myc-HSA-MK. L’immunobuvardage utilisé pour valider l’étape de purification a révélé 

que cyto myc-HSA-MK ne liait pas du tout la colonne Mimetic Blue®. En effet, on 

retrouve presqu’autant de cette protéine de fusion dans le flow through que dans le lysat 

initial et l’élution avec l’octanoate de sodium ne permet pas de récupérer le peu de cyto 

myc-HSA-MK manquant. Il est fort probable que cette différence se retrouve dans le 

liquide de rinçage (wash out) ou qu’elle provient de l’interaction de la protéine de fusion 

avec les surfaces de plastiques présentes dans cette expérience. 

La protéine de fusion cyto myc-HSA-MK a généréune mobilisation calcique significative 

chez les cellules exprimant stablement le récepteur rt myc-B2 (Fig. 52C). Cette mobilisation 

calcique par cyto myc-HSA-MK était spécifique, puisqu’un co-traitement avec 

l’antagoniste non peptidique anatibant a extensivement inhibé celle-ci. De plus, une 

stimulation des cellules HEK 293a rt myc-B2R avec le lysat de cellules transfectées avec le 

vecteur vide pcDNA3.1 n’a pas causé de mobilisation calcique significative, excluant ainsi 

que la mobilisation puisse dépendre de quelconques protéines, peptides ou ions présents 

dans le cytosol des cellules productrices. Cet effet agoniste dérive donc hors de tout doute 

du domaine C-terminal de cyto myc-HSA-MK. Cela laisse croire que l’hypothèse selon 

laquelle les domaines BK et MK des protéines de fusion HSA sécrétées étaient incapables 

de lier le récepteur de par l’encombrement stérique causé par la structure globulaire de la 

HSA était valide. 
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Figure 52. Production, purification et évaluation de l’activité pharmacologique de la forme 

cytosolique de myc-HSA-MK. 

(A) Validation de l’identité de la protéine de fusion avec un immunobuvardage réalisé avec 

des anticorps anti-HSA, anti-BK et anti-myc. Un volume égal d’une solution de HSA 

authentique a été migré afin de pouvoir estimer la concentration de la protéine de fusion. 

(B) Tentative de purification de la protéine de fusion cytosolique myc-HSA-MK afin de 

valider l’hypothèse selon laquelle celle-ci serait dénaturée de par sa localisation 

cytoplasmique. (C) Évaluation de l’activité pharmacologique de cette protéine de fusion par 

un essai de mobilisation calcique performé sur des cellules HEK 293a rt myc-B2R. La 

forme cytosolique de myc-HSA-MK stimule spécifiquement ces cellules. Le nombre de 

réplicas est indiqué entre parenthèses. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

L’ensemble des travaux présentés plus haut ont permis d’approfondir de manière 

significative les connaissances relatives à la production et à la caractérisation de ligands 

biotechnologiques pour les récepteurs couplés aux protéines G. Des ligands liant des 

récepteurs appartenant à deux classes de GPCRs différentes ont été étudiés en profondeur et 

leur fusion à diverses protéines avec des domaines fonctionnels a permis de conférer de 

nouvelles propriétés très intéressantes à ces nouvelles protéines de fusion. 

 

1. Protéines de fusion ligand du récepteur PTH1 de la parathormone 

Il a été démontré dans le passé que la parathormone pouvait être prolongée en position N-

terminale sans perdre sa capacité de liaison au récepteur PTH1 (Fortin et al., 2011 ; Charest-

Morin et al., 2013). Cela est conséquent avec le modèle de liaison two-domain proposé 

pour les récepteurs couplés aux protéines G de classe B dont fait partie le PTH1R. Dans ce 

modèle, le récepteur possède un domaine extracellulaire impliqué dans la liaison de haute 

affinité du ligand et un domaine transmembranaire qui est requis pour l’activation du 

récepteur par son agoniste (Pal et al., 2012). Cela suggère que le domaine N-terminal de la 

PTH interagit avec le domaine extracellulaire du récepteur et que le domaine C-terminal du 

ligand va lier le domaine transmembranaire du PTH1R ce qui va entraîner un changement 

de conformation menant à une réponse intracellulaire au stimulus extracellulaire. De plus 

des études sur la structure du PTH1R lié à la PTH par cristallographie ont révélées que le 

domaine C-terminal de la PTH n’interagissait pas directement avec le récepteur (Pioszak et 

al., 2009). Cela vient appuyer le fait que la version courte de la PTH, PTH1-34, lie le 

récepteur PTH1 avec autant d’affinité que la version intacte PTH1-84 (Ki de 4 nM pour 

PTH1-34 vs. 2 nM pour PTH1-84 dans un essai de compétition de liaison ; Eggenberger et al., 

2016). Conséquemment, une protéine de fusion agoniste du PTH1R a été précédemment 

rapportée dans la littérature. Il s’agit de la protéine de fusion PTH1-34-EGFP, un agoniste 

fluorescent du récepteur PTH1 (Charest-Morin et al., 2014). Cette protéine de fusion 

permettait de détecter les récepteurs PTH1 recombinant exprimés de manière transitoire par 

les cellules HEK 293a tant en microscopie qu’en cytométrie de flux. Toutefois, cette 
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protéine de fusion était incapable de détecter les niveaux endogènes de PTH1R exprimés 

par des lignées ostéoblastiques. De plus le marquage produit par PTH1-34-EGFP était de très 

faible intensité et n’était que marginalement supérieur à la fluorescence intrinsèque des 

cellules. Malgré la faiblesse du signal associée à cette protéine de fusion, celle-ci a 

démontrée hors de doute la faisabilité de créer un ligand biotechnologique de haut poids 

moléculaire agoniste du PTH1R. 

En s’appuyant sur ces découvertes, il a été possible de générer trois nouvelles protéines de 

fusion agoniste du PTH1R capable de détecter ce récepteur avec plus de sensibilité, et dans 

deux cas sur trois capable de détecter des populations endogènes de ce récepteur. En effet, 

les protéines de fusion PTH-APEX2 et PTH-HRP ont été produites et caractérisées. La 

protéine de fusion PTH-myc, codée par un vecteur disponible commercialement, a 

également été caractérisée, et ce pour la première fois. En premier lieu, l’expression, la 

sécrétion et la présence des divers domaines fonctionnels ont été validés par des 

expériences d’immunobuvardages. Ces expériences ont confirmées l’identité des 

différentes protéines de fusion ainsi que la sécrétion de celles-ci dans le milieu conditionné. 

Il a été rapporté que le peptide PTH1-34 est rapidement dégradé en présence de sérum 

(Seibel et al., 1996), mais cela ne semble pas être le cas pour les trois protéines de fusion. 

En effet, les immunobuvardages ont révélés la présence de bandes homogènes pour PTH-

myc et PTH-HRP alors que le milieu conditionné de PTH-APEX2 contenait certains 

produits de dégradation de cette protéine de fusion. Puisque les protéines de fusion 

s’accumulent dans le MC pendant plusieurs jours, cela vient suggérer que la fusion de 

l’hormone peptidique PTH à une protéine de haut poids moléculaire ou même à une courte 

séquence d’acides aminés vient protéger le peptide de la dégradation par les peptidases. De 

plus, le fait que l’ajout de deux épitopes en position N-terminale rend l’hormone résistante 

à la dégradation, corrobore l’idée que cette hormone est dégradée pas des peptidases 

agissant préférentiellement sur l’extrémité N-terminale de ce peptide (Hruska et al., 1977). 

Les différents MCs ont par la suite été dosés avec un ELISA anti-PTH et une observation 

attentive de l’expérience précédente révèle une légère contradiction entre les résultats de 

l’ELISA et ceux des immunobuvardages. Cela pourrait s’expliquer par l’hypothèse que 

l’ELISA détecte l’extrémité C-terminale de la séquence de la PTH ce qui pourrait mener à 
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une sous-estimation de la quantité réelle de protéine de fusion PTH dépendamment de la 

séquence fusionnée en position C-terminale.  

Par la suite, le profil pharmacologique des trois nouvelles constructions a été étudié par 

immunobuvardage (c-Fos) et par ELISA (AMPc). L’expérience d’immunobuvardage a 

permis de confirmer que les 3 constructions étaient capable d’induire l’accumulation du 

facteur de transcription c-Fos, et ce d’une manière dépendante de la présence du récepteur 

PTH1. Cette expérience a démontré que les protéines de fusion ont conservé au moins une 

partie de l’activité pharmacologique de l’hormone peptidique. Ensuite, les deux 

constructions les plus prometteuses, PTH-myc et PTH-HRP, ont été étudiées dans un essai 

d’accumulation d’AMPc afin de générer des courbes dose-réponse. Ces courbes permettent 

de comparer la puissance des protéines de fusion avec des agonistes de références (PTH1-84 

pour PTH-myc et PTH1-34 pour PTH-HRP). Les courbes découlant de cet essai ont permis 

d’observer que PTH-myc n’avait subi qu’une mineure perte de puissance vs. PTH1-84 alors 

qu’il semblerait que dans le même essai PTH-HRP aurait une puissance environ 5 fois 

supérieure à celle de PTH1-34. En gardant en tête que les estimés de concentration effectués 

avec l’ELISA puissent être légèrement biaisés, la conclusion principale de cet essai est que 

les deux constructions évaluées pour leur capacité à induire la production d’AMPc sont des 

agonistes avec des puissances relativement comparables à celle des agonistes endogènes du 

PTH1R. 

La protéine de fusion PTH-myc est capable de recruter des anticorps conjugués avec 

diverses molécules d’intérêt. Pour la vaste majorité des expériences l’anticorps anti-myc 

4A6 a été utilisé afin de détecter l’épitope myc exprimé en position C-terminale de PTH-

myc puisque l’internalisation de cet anticorps avait été précédemment rapportée. En effet, 

un article publié en 2011 a rapporté que cet anticorps avait été internalisé après avoir formé 

des complexes avec un récepteur myc-B2 activé par un agoniste (Bawolak et al., 2011). De 

plus, un peptide synthétique analogue de la BK prolongé en N-terminal avec l’épitope myc 

avait aussi transporté l’anticorps anti-myc 4A6 fluorescent à l’intérieur de cellules 

exprimant le récepteur B2, mais de façon peu efficace (Gera et al., 2013). Finalement, un 

agoniste du récepteur de chimiokine CCR7 prolongé en position C-terminale avec l’épitope 

myc (CCL19-myc) avait lui aussi démontré qu’il était possible d’internaliser 

spécifiquement l’anticorps 4A6-AF488 lorsque celui-ci était complexé avec un agoniste 



 

 137 

(Charest-Morin et al., 2013). L’épitope FLAG présent dans la construction PTH-myc n’a 

pas été utilisé puisque les anticorps anti-FLAG testés étaient à la fois moins sensibles et 

moins spécifiques dans les applications visées. Le complexe PTH-myc/4A6-AF488 

supporte la détection des récepteurs PTH1 recombinants tant en microscopie que par 

cytométrie en flux, mais ne semble pas être internalisé de manière significative par les 

cellules MG-63 exprimant une population endogène de PTH1R. Toutefois, le complexe 

formé de PTH-myc et de l’anticorps 4A6 peut être internalisé par ces cellules, puis détecté 

par le système d’amplification TSA. Finalement, la protéine de fusion PTH-myc peut être 

utilisée afin de visualiser l’endocytose et la de dégradation du ligand du PTH1R en tirant 

parti de la colocalisation du ligand fluorescent avec divers marqueurs fluorescents des 

systèmes endosomaux ou lysosomaux. 

La protéine de fusion PTH-myc a ensuite été utilisée pour sa capacité à recruter des 

anticorps conjugués avec la peroxydase HRP. Le complexe trimoléculaire PTH-

myc/4A6/HRP, présentant un domaine peroxydase assemblé, a été comparé avec les 

protéines de fusion PTH-APEX2 et PTH-HRP présentant des domaines peroxydases 

intrinsèques. Ces trois constructions ont été évaluées pour leur capacité à détecter les 

récepteurs PTH1 recombinants et endogènes à l’aide de divers substrats des peroxydases 

(TrueBlue™, TMB, luminol). Les trois protéines de fusion PTH ont détectées avec succès 

le récepteur PTH1 recombinant exprimé par des cellules HEK 293a tant avec le TrueBlue™ 

qu’avec le luminol. La détection chimiluminescente offrait l’avantage d’être nettement plus 

quantitative et aussi plus sensible, car elle permettait de détecter les PTH1Rs endogènes là 

où la détection avec le TrueBlue™ avait échouée. Plusieurs publications ont également 

rapportées que la détection chemiluminescente offrait une meilleure sensibilité que la 

détection colorimétrique (Zhang et al., 2012 ; Yu et al., 2011). En effet, la détection avec le 

TrueBlue™ ne permettait que de détecter les récepteurs recombinants, mais ne souffrait pas 

du fort signal non-spécifique présent dans la détection luminescente. La spécificité des 

différentes protéines de fusion a été démontrée à maintes reprises grâce à deux approches 

distinctes. La stimulation de cellules n’exprimant pas le récepteur PTH1 (immunobuvardage 

c-Fos et détection enzymatique) ainsi que la compétition de la liaison des protéines de 

fusion par un excès de PTH1-34 ont confirmé hors de doute que PTH-myc, PTH-APEX2 et 

PTH-HRP étaient des ligands spécifiques du PTH1R. 
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Toutefois, une autre stratégie de détection colorimétrique basée sur le TMB offrait des 

avantages intéressants. Dans cette stratégie, l’oxydation du TMB ne résultait pas en un 

produit d’oxydation insoluble comme le TrueBlue™, mais plutôt un produit d’oxydation 

soluble coloré détectable avec un lecteur de plaque. Bien que cette stratégie nécessite une 

plus longue incubation et génère un signal de moindre intensité, elle offrait l’avantage de 

produire un signal  essentiellement spécifique. En effet, la détection des PTH1Rs endogènes 

par PTH-HRP avec cette stratégie, bien que significative, est de très faible intensité. 

Toutefois, la détection colorimétrique au TMB a permis de générer des courbes de 

compétitions avec PTH-HRP utilisée comme ligand non-isotopique. En effet, cette protéine 

de fusion peut être utilisée dans une procédure de high throughput screening efficace, 

sécuritaire et abordable afin d’identifier de nouveaux ligands du PTH1R sans avoir à utiliser 

des radioligands moins sécuritaires et plus dispendieux. 

Somme toute, il semblerait que PTH-HRP soit la protéine de fusion PTH avec le plus grand 

potentiel pour la détection du récepteur PTH1. Les expériences conduites ont démontrées 

que PTH-myc est associée à un signal spécifique plutôt intense, probablement parce que 

l’assemblage du domaine peroxydase requiert un co-traitement avec deux anticorps. De 

plus, la protéine de fusion PTH-myc a démontré une activité pharmacologique plus faible 

que PTH-HRP dans l’essai de génération d’AMPc. Il a aussi été démontré que PTH-HRP 

était nettement supérieure à la protéine de fusion PTH-APEX2, et ce dans toutes les 

différentes applications. En effet, PTH-APEX2 est inférieure à PTH-HRP tant dans 

l’intensité du signal, dans le rapport signal-bruit ainsi que dans la spécificité du signal. Par 

surcroît, PTH-APEX2 a été incapable de détecter le récepteur PTH1 endogène, et ce avec 

l’ensemble des différentes méthodes de détection. La supériorité de PTH-HRP peut 

s’expliquer par le fait qu’APEX2 est une peroxydase génétiquement modifiée conçue pour 

être active dans les conditions réductrices du cytosol ce qui la rend moins compatible avec 

l’environnement extracellulaire plus oxydant (Lam et al., 2015). En effet, APEX2 a été 

générée afin de suppléer à la HRP dans le compartiment intracellulaire, puisque celle-ci y 

est inactive. L’activité de la HRP dépend de sa structure, qui comprend de nombreux ponts 

disulfures en plus de nécessiter du calcium pour l’assemblage correct de cette peroxydase. 

Le compartiment intracellulaire, étant réducteur et pauvre en calcium, ne permet pas la 

synthèse correcte de la HRP, mais convient parfaitement à la peroxydase APEX2. Au 
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surplus, APEX2 est une enzyme qui est nettement plus susceptible que la HRP à l’auto-

inhibition irréversible découlant de son activité enzymatique oxydante (Lam et al., 2015). 

En effet, dans des conditions standards, l’enzyme APEX2 peut catalyser entre 3000 et 4000 

réactions avant d’être inactivée de façon définitive alors que la peroxydase HRP peut 

catalyser plus de 130 000 réactions dans les mêmes conditions. Cette différence majeure 

entre les deux enzymes peut s’expliquer, entre autre, par l’absence chez APEX2 du 

domaine catalase présent dans HRP ce qui protège cette enzyme de ses produits de réaction 

(Lam et al., 2015). 

La protéine de fusion PTH-HRP a permis de détecter le récepteur PTH1 exprimé de façon 

endogène par les cellules HOS, et ce de trois manières différentes (luminol, TMB, SA-

QDots). Cette protéine de fusion est donc une sonde nettement plus sensible que la 

construction PTH-EGFP rapportée précédemment (Charest-Morin et al., 2013). La 

détection de populations de PTH1Rs endogènes par la protéine de fusion PTH-HRP pourrait 

avoir des applications diagnostiques dans certaines conditions. Par exemple, PTH-HRP 

pourrait être utilisé pour confimer le diagnostique da manière fonctionelle de la forme 1b 

du pseudohypoparathyroïdisme qui est caractérisée par une mutation dans le PTH1R 

(R186H) entraînant une perte d’affinité significative du récepteur pour son ligand 

(Guerreiro et al., 2016). Une autre application intéressante serait d’utiliser les récepteurs 

PTH1 pour identifier des sous-populations de cellules dans des tissus. Il a été récemment 

rapporté que le récepteur PTH1 était exprimé dans les cellules satellites du muscle 

squelettique et que ce récepteur était un biomarqueur spécifique de ce type cellulaire dans 

ce tissu (Kimura and Yoshioka, 2014). La protéine PTH-HRP pourrait aussi avoir une 

application thérapeutique directe : un co-traitement avec l’acide indole 3-acétique (indole-3 

acetic acid ; IAA). L’IAA est un puissant régulateur de la croissance des végétaux impliqué 

dans la régulation de la division cellulaire et la différentiation. Toutefois, lorsque qu’incubé 

avec une peroxydase l’IAA va subir une décarboxylation oxydative qui va mener à la 

formation de la molécule réactive 3-methylène-2-oxindole qui peut se lier de façon 

covalente à l’ADN et aux thiols présents dans la cellule (Folkes et Wardman, 2001). Le 

traitement de cellules humaines avec l’IAA seul ou avec la HRP seule n’entraîne pas de 

cytotoxicité (Gazaryan et al., 1996 ; Wardman et al., 2002). Il a été démontré qu’un 

traitement combiné d’IAA et de peroxydase pouvait induire l’apoptose dans les cellules de 
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carcinomes de la vessie TCCSUP in vitro (Jeong et al., 2010). Le traitement de cellules 

isolées chez des patients atteints de leucémie myéloïde aiguë ou de leucémie myéloïde 

chronique avec la combinaison d’IAA et d’HRP a aussi induit l’apoptose (quantifiée par 

cytométrie en flux par liaison de l’annexine-V ; Dalmazzo et al., 2011). La contrainte 

majeure de cette approche expérimentale est le ciblage de la HRP aux cellules que l’on 

souhaite éliminer. Avec PTH-HRP, il serait possible de cibler spécifiquement des cellules 

cancéreuses surexprimant le récepteur PTH1. Ce récepteur est surexprimé dans de 

nombreux cancers : certains cancers gastriques, carcinomes colorectaux, cancer de la 

prostate, carcinomes dérivant de cellules rénales et, bien entendu, au niveau des 

ostéosarcomes et ostéocarcinomes (Ito et al., 1997 ; Lupp et al., 2010 ; Yang et al., 2007). 

La sécrétion et la validation de l’activité pharmacologique de PTH-HRP viennent confirmer 

qu’il est possible de générer des ligands de hauts poids moléculaires agonistes du PTH1R. 

La PTH-HRP a un poids moléculaire significativement supérieur à celui de la construction 

précédemment rapportée PTH1-34-EGFP (44,9 kDa pour PTH-HRP et 30 kDa pour PTH1-34-

EGFP). L’internalisation du complexe PTH-myc/4A6-AF488 par le PTH1R prouve que ce 

récepteur peut internaliser des molécules ayant un poids supérieur à 150 kDa. Cela pourrait 

ouvrir des portes pour la génération de protéines de fusion HSA avec un potentiel 

thérapeutique très intéressant notamment dans le traitement de l’hypoparathyroïdisme, une 

maladie causée par une déficience en PTH entraînant une hypocalcémie et une 

hyperphosphatémie. Il a été démontré que l’administration d’une faible dose de LA-PTH 

(long acting PTH) permettait d’augmenter les concentrations sériques de calcium et de 

diminuer celles de phosphate à des niveaux normaux pendant 48 heures alors que la PTH et 

la PTH1-34 ne modifiaient ces concentrations sériques que de manière modeste et transitoire 

(Shimizu et al., 2016). La génération d’une protéine de fusion PTH-HSA permettrait de 

générer un agoniste de longue durée, comme cela a été observée pour d’autres protéines de 

fusion (Chuang et al., 2002). De plus l’utilisation d’agoniste du PTH1R de longue durée tel 

que le LA-PTH est préférable à celle de la PTH et de la PTH1-34, car ces deux derniers 

causent irrémédiablement de la résorption osseuse qui peuvent nuire au patient, ce qui ne 

semble pas être le cas avec la LA-PTH (Shimizu et al., 2016). Finalement, un agoniste de 

haut poids moléculaire pourrait être injecté localement dans les articulations de patients 

souffrant d’arthrose, car il a été démontré que la PTH avait des propriétés 
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chondroregénératives (Sampson et al., 2011). Une telle stratégie, limiterait les effets 

indésirables, tel que la résorption osseuse, car la protéine de fusion ne pourrait pas aisément 

diffuser hors de l’articulation de par son haut poids moléculaire. 

Une dernière adaptation des protéines de fusion PTH concerne PTH-myc : les antibody 

drug conjugates (ADCs ; Panowski et al., 2013). Les ADCs sont des anticorps couplé à une 

molécule cytotoxique par un spacer qui relâchera la dite molécule cytotoxique dans 

l’environnement acide des endosomes. En effet, PTH-myc pourrait être complexé avec un 

anticorps anti-myc conjugué à un groupement cytotoxique qui serait relâché à l’intérieur de 

la cellule suite à l’endocytose du complexe ligand/anticorps. Cette stratégie pourrait elle 

aussi s’appliquer aux autres ligands des GPCRs de classe B ainsi qu’a certains ligands des 

récepteurs de classe A, comme par exemple CCL19-myc, un agoniste du récepteur CCR7 

(Charest-Morin et al., 2015). 

Puisque l’ensemble des ligands des récepteurs couplés aux protéines G de classe B lient 

leur récepteur de la même façon, il est raisonnable d’assumer que cette stratégie de 

génération de protéine de fusion puissent être appliquée aux autres récepteurs de classe B 

(Cardoso et al., 2006). Aussi, il serait intéressant de remplacer la peroxydase dans ces 

constructions par une autre enzyme moins susceptible à l’auto-inhibition. Par l’exemple, la 

β-galactosidase est une enzyme qui pourrait améliorer la qualité de la détection. En effet, il 

s’agit d’une hydrolase qui contrairement aux peroxydases, pourrait accumuler le produit de 

réaction en fonction du temps. De plus, de nombreux substrats tant colorimétriques que 

luminescents sont disponibles pour cette enzyme. Aussi, plusieurs substrats 

chimiluminescent extrêmement sensibles ont été développés et validés pour une panoplie 

d’enzymes qui pourraient être fusionnées à l’extrémité C-terminale de la PTH. Parmi les 

enzymes avec de tels substrats on retrouve : la phosphatase alkaline, la β-glucuronidase, la 

β-glucosidase et la neuraminidase (NA; Aymard et al., 2003 ; Zhao et al., 2000 ; Kirby et 

Ruoff, 1995 ; Mariscal et al., 1995). 

 

2. Protéines de fusion ligands du récepteur B2 de la BK 

 

Les travaux présentés dans cette thèse ont permis d’approfondir les connaissances sur les 

propriétés pharmacologique de la MK tant in vitro (cellules en culture et bains à organes 
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isolés) qu’in vivo (effets hémodynamiques chez le rat anesthésié) et d’utiliser ces 

connaissances dans la conception de protéines de fusion (Fig. 53). Certaines données 

étaient déjà disponibles dans la littérature concernant ce peptide d’origine amphibienne 

(Chen et al., 2003; O'Rourke et al., 2004; Chen et al., 2005 ; Bawolak et al., 2012). 

Notamment, on savait ce peptide aurait une activité vasorelaxante plus persitante que celle 

de la BK dans un essai basé sur le muscle lisse de rat. De plus, il a été démontré que ce 

peptide entrainait une signalisation prolongée au niveau du B2R de lapin et que cette 

activité prolongée menait à la dégradation d’une partie des récepteurs internalisés. Il a 

également été proposé par les auteurs de ces différents articles, que les modifications 

présentes dans la séquence de la MK protègent ce peptide de la dégradation, et que la MK 

constitue un exemple de mécanisme de défense amphibien provenant de l’évolution. 

L’importance de la MK comme mécanisme de défense est illustrée par le fait que ce 

peptide est présent dans 2 protéines en 5 copies clivables chez le crapaud Bombina maxima. 

Toutefois les données concernant l’affinité et l’activité biologique de la MK au niveau des 

récepteurs B2 humain et de rat étaient très incomplètes. De plus, aucune caractérisation in 

vivo de la MK n’avait été réalisée, ce qui fut fait chez le rat.  

En premier lieu l’affinité de la MK a été évaluée pour les récepteurs B2 humain et de rat 

avec un essai de compétition. Cet essai a démontré que la MK avait une affinité plus faible 

d’un log que celle de la BK pour le récepteur B2 de rat, ce qui est semblable à l’affinité du 

peptide amphibien pour le récepteur B2 de lapin (Bawolak et al., 2012). Toutefois, l’affinité 

de la MK pour le récepteur B2 humain était nettement plus faible avec un IC50 autour de 7,5 

µM. Cela différait grandement des valeurs d’EC50 rapporté plus tôt (veine ombilicale 

humaine isolée ; Bawolak et al., 2012), et la cause de cette différence a été investiguée 

davantage. La génération de nouvelles courbes dose-réponse avec la MK sur la veine 

ombilicale humain dans des bains à organes isolés a permis de confirmer l’écart significatif 

entre l’IC50 mesuré par l’essai de compétition et l’EC50 dans cet essai. Une expérience 

réalisée dans ce même système avec des doses équipotentes de MK et de BK a fait ressortir 

que la contraction induite par la MK est nettement plus lente à se développer et à atteindre 

son maximum que celle de la BK. Cette lente contraction suggère que la MK serait une pro-

drogue dans ce système.  
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Figure 53. Représentation schématique des divers ligands biotechnologiques du récepteur 

B2 de la BK. 

De gauche à droite : Représentation de la liaison de la BK au récepteur B2; l’extrémité N-

terminale interagit avec deux résidus présents dans le domaine extracellulaire #3 alors que 

l’extrémité C-terminale interagit avec les domaines transmembranaires #6 et 7 (Leeb-

Lundberg et al., 2005). La MK est un peptide d’origine amphibienne, qui contient la 

séquence complète de la BK en position C-terminale. L’extension N-terminale de ce 

peptide devrait être accessible dans le milieu extracellulaire, à l’extérieur du récepteur. La 

MK a été utilisée pour générer différentes protéines de fusion. EGFP-MK est une protéine 

de fusion fluorescente d’affinité nanomolaire au niveau du récepteur B2 de lapin, et qui 

suite à sa liaison à ce récepteur, est transportée à l’intérieur des cellules dans des structures 

endosomales (Charest-Morin et al., 2013). D’autres constructions sont rapportées pour la 

première fois : la peroxydase APEX2 et l’albumine sérique humaine (HSA) ont été 

fusionnées à l’extrémité N-terminale de la MK dans de nouvelles constructions qui peuvent 

contenir d’autres épitopes reconnus par des anticorps commerciaux. † peptide résistant aux 

peptidases; ‡ construction bifonctionelle; * protéine non-sécrétée et produite dans le cytosol 

de cellules productrices (une variante de HSA-MK est produite sous une forme cytosolique 

et extraite en tant que lysat cellulaire). 
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De plus, la conversion de la MK en peptide actif n’a pas été documentée dans les cellules 

HEK 293a, puisque ce peptide a échoué à entrainer une mobilisation calcique chez des 

cellules exprimant le récepteur B2 humain. Cette activation de la MK semble dépendre de 

peptidases ou de protéases présentes dans la veine ombilicale humaine. De façon pertinente, 

il a été démontré dans le passé que l’essai de contractilité de la veine ombilicale humaine 

était capable de prouver l’activation métabolique de pro-drogues analogues à la BK. En 

effet, il a été démontré que les peptides BK-His-Leu, BK-Arg et Met-Lys-BK-Ser-Ser 

étaient activés par l’enzyme de conversion de l’angiotensine ou par les arginine-

carboxypeptidases exprimées par la veine ombilicale (Gera et al., 2011 ; Charest-Morin et 

al., 2014). Dans ces expériences, les courbes dose-réponse de ces peptides étaient déplacées 

vers la droite (perte de puissance, augmentation de l’EC50) en présence de l’inhibiteur de 

l’enzyme responsable de leur activation. Des expériences similaires ont donc été conduites 

pour la MK sur des tissus prétraités avec une panoplie d’inhibiteurs de 

peptidases/protéases, et ce sans aucune modification significative sur la courbe dose-

réponse de la MK. Cela suggère que l’activation métabolique de la MK dépendrait de 

plusieurs voies protéolytiques différentes actives parallèlement. L’utilisation d’un système 

de LC-MS a permis d’identifier 2 métabolites C-terminaux principaux de la MK générés 

par l’incubation de ce peptide avec un anneau de veine ombilicale humaine : Lys-Gly-Pro-

BK et Gly-Pro-BK. Ce sont des agonistes directs potentiels du récepteur B2 humain. 

Après une étude extensive dans les bains à organes isolés, la MK a été injectée à des rats 

anesthésiés afin d’observer les effets hémodynamiques de ce peptide in vivo. 

L’expérimentation in vivo a permis de confirmer que contrairement à la BK, l’effet 

hypotensif de la MK n’est pas potentialisé par un prétraitement avec l’inhibiteur de l’ACE 

enalaprilat (Jean et al., 2016a). Cela est cohérent avec la très faible affinité de ce peptide 

pour l’ACE (Bawolak et al., 2012). Les effets hémodynamiques de la MK était plus 

persistants et plus intenses que ceux de la BK, un point commun avec l’agoniste du B2R 

résistant à la dégradation, le B-9972 (Jean et al., 2016a). 

L’ensemble des expériences précédentes a été mis à profit pour évaluer la capacité de la 

MK à exercer des effets non-dépendants du récepteur B2. Comme mentionné plus tôt, 

plusieurs analogues des kinines retrouvés dans le monde animal représenteraient un 

mécanisme de défense et ces peptides auraient co-évolués avec le récepteur d’espèces 
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prédatrices à des fins dissuasives (Xi et al., 2015). La Polistes kinine, retrouvée dans le 

venin de guêpe, est un peptide comparable à la MK ; c’est à dire qu’il est composé de la 

séquence intacte de la BK prolongée en N-terminal par une extension hydrophile (Johnson 

and Erdös, 1973). Une étude a révélé que ce peptide pouvait stimuler le relâchement 

d’histamine par les mastocytes de rats, mais pas la BK. Un mode d’action commun pour les 

peptides cationiques est via l’activation du récepteur MRGPRX2, un GPCR exprimé à la 

surface des mastocytes matures (McNeil et al., 2015). La Polistes kinine est un excellent 

candidat pour ce récepteur puisqu’elle possède 5 charges positives. La MK avec ses quatre 

charges positives pourrait elle aussi activer ce récepteur. Toutefois, une expérience de 

mobilisation calcique avec des cellules exprimant transitoirement le récepteur MRGPRX2 a 

révélé que la MK stimulait de manière marginale ce récepteur même à 10 µM. De plus, 

toute contribution de l’histamine dans les effets hypotensifs (in vivo) ou contractiles (bains 

à organes isolés) a été exclue de par l’absence d’effet d’un prétraitement avec la 

pyrilamine, un antagoniste de ce récepteur. Le composé 48/80, dont les effets sur la 

dégranulation des mastocytes dépendent de l’interaction avec l’équivalent du récepteur 

MRGPRX2, est inhibé par un antagoniste H1 au niveau du lit vasculaire mésentérique du 

rat (Jin et al., 2016), permettant d’exclure la contribution in vivo de ce récepteur. Le 

récepteur B1 de la BK n’est pas exprimé de manière significative chez le rat adulte en santé 

(Jean et al., 2016a), et il est absent de la veine ombilicale humaine en condition normale 

(Jean et al., 2016b). Cela permet d’exclure la contribution du B1R dans les effets de la MK, 

surtout si l’on considère que MK-desArg, un métabolite putatif de MK avec un profil 

compatible avec la liaison au B1R, n’a qu’une affinité marginale pour ce récepteur 

(Charest-Morin et al., 2016). Finalement, la possibilité que MK stimule une cible cellulaire 

autre que le B2R est extrêmement faible puisqu’un prétraitement avec l’antagoniste 

icatibant a considérablement réduit l’effet de cette kinine tant in vivo que dans le système 

de bains à organes isolés.  

Puisque la BK et ses analogues lient le récepteur B2 via leur extrémité C-terminale, il était 

donc possible de générer des protéines de fusion ligands de ce récepteur en les prolongeant 

à partir de leur extrémité N-terminale. Ce raisonnement a été confirmé par la protéine de 

fusion EGFP-MK, qui possède une affinité d’ordre nanomolaire au niveau du B2R de lapin 

(Charest-Morin et al., 2013). De plus, l’ajout d’une extension en position C-terminale de la 
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BK résulte dans une perte d’affinité majeure pour le B2R, comme démontré par les peptides 

BK-His-Leu ou BK-Arg (Charest-Morin et al., 2014), et est donc incompatible avec la 

génération de protéines de fusion. Malgré la caractérisation extensive d’EGFP-MK 

précédemment publiée, celle-ci avait été réalisée sur un B2R de lapin et ne permettait pas de 

comparaisons directes avec les études réalisées sur la MK au niveau du B2R de rat et 

d’humain. La capacité de cette protéine de fusion de détecter ces deux récepteurs a été 

évaluée, et conformément aux résultats décrits plus haut, EGFP-MK était un agoniste 

spécifique du B2R de rat et n’interagissait que marginalement avec le B2R humain, un 

résultat inattendu. Malgré l’échec de la détection du récepteur humain, les expériences ont 

été poursuivies sur le récepteur de rat afin de démontrer la faisabilité et les exigences de la 

génération de protéines de fusion. Éventuellement, si une combinaison spacer-BK adaptée 

au récepteur B2 humain était identifiée (voir point suivant dans la discussion), ces travaux 

pourraient facilement être considérés comme une proof of concept et ainsi accélérer le 

processus pour le récepteur humain. Par la suite, il a été démontré qu’EGFP-MK était un 

agoniste persistant du B2R de rat et que cette protéine de fusion s’accumulait 

progressivement dans le système endosomal en fonction du temps avec une transition lente 

vers le système lysosomal (co-localisation avec LAMP1). L’accumulation endosomale 

d’EGFP-MK pourrait être adaptée à des molécules du type ADCs, où l’accumulation dans 

l’environnement acide des endosomes permettrait la libération intracellulaire de molécules 

cytotoxique labiles dans ces conditions. De plus, l’activité pro-mitotique d’EGFP-MK 

pourrait sensibiliser les cellules à l’action de telles drogues. L’inactivation d’EGFP-MK, 

tant dans le milieu extracellulaire que dans le système endosomal, est significativement 

retardée vs. celle de la BK ; un peptide instable rapidement dégradé tant dans le milieu 

extracellulaire que dans la voie endosomale. Le lent processus d’inactivation d’EGFP-MK 

suggère qu’il serait possible de créer des agonistes persistants du B2R de haut poids 

moléculaires qui seraient résistants tant à la filtration glomérulaire qu’à la filtration 

capillaire. Ce type de molécule aurait donc une demi-vie prolongée dans la circulation. 

Pour atteindre ces objectifs, la HSA semblait un choix approprié afin de conférer une 

longue demi-vie plasmatique à un ligand de haut poids moléculaire agoniste du B2R. En 

effet, de nombreuses constructions basées sur la HSA, telles que l’Albiglutide ou des 

protéines de fusion formées de la HSA et des interférons α ou β ont été rapportées comme 
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ayant une très longue demi-vie plasmatique comparativement à l’hormone native (Bao et 

al., 2011 ; Osborn et al., 2002 ; Sung et al., 2003). Il a été raporté que les protéines de 

fusion HSA étaient très peu immunogènes, en effet moins de 1% des patients traités avec 

l’Albiglutide ont développé des anticorps contre cette drogue (Sleep, D., 2015). Toutefois, 

l’introduction de nouveaux épitopes (sites de fusion et linkers), pourrait entraîner le 

développement d’anticorps contre certaines protéines de fusion HSA. Malgré que, dans la 

littérature, la grande majorité des ligands fusionnés à la HSA soient liés à l’extrémité N-

terminale de celle-ci, il existe certaines constructions avec des ligands en position C-

terminale de la HSA. En effet, une protéine de fusion composée de la HSA prolongée en 

position C-terminale par le peptide BNP conserve sa capacité de lier et d’activer son 

récepteur, un GPCR (Ding et al., 2014). Il est intéressant de mentionner que le ligand BNP 

(Brain Natriuretic Peptide) est un court peptide de seulement 32 acides aminés. Il est fort 

probable que le récepteur de ce peptide soit plus tolérant aux protéines de fusion que le 

récepteur B2. Cela vient démontrer que la faisabilité de la prolongation en position C-

terminale de la HSA par un ligand peptidique d’un GPCR. Une stimulation des cellules 

endothéliales de faible intensité, mais persistante, pourrait avoir de nombreux effets 

cardiovasculaires bénéfiques via le relâchement d’oxyde nitrique ou de l’activateur du 

plasminogène tissulaire causant entre autre de la vasodilatation (Leeb-Lundberg et al., 

2005 ; Pretorius et al., 2003). Une telle classe de nouveaux agents thérapeutiques aurait le 

potentiel de reproduire les effets bénéfiques des inhibiteurs de l’ACE basés sur la 

potentialisation des effets de la BK endogène (Pretorius et al., 2003 ; Gainer et al., 1998 ; 

Squire et al., 2000). De plus, une telle stimulation pourrait avoir des effets métaboliques 

bénéfiques, notamment via l’augmentation de la sensibilité à l’insuline (Frigolet et al., 

2017). Toutes les constructions basées sur la HSA sécrétée ont échouées à stimuler le B2R 

de rat, malgré le fait que ces protéines de fusion exprimaient correctement le ligand 

(immunobuvardage anti-BK) et qu’elles étaient homogènes (immunobuvardages). 

Toutefois, la forme cytosolique de HSA-MK, qui contrairement aux formes sécrétées ne 

liait pas la résine Mimetic Blue ®, a réussi à stimuler de manière spécifique le B2R de rat. 

Comme mentionné dans la section Résultats, la HSA requiert 17 ponts disulfures pour 

adopter la structure adéquate, et l’environnement réducteur du cytoplasme ne permet pas la 

formation de ces ponts disulfures (Sugio et al., 1999 ; Woycechowsky et Rainer., 200 ; 
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Cumming et al., 2014). Cela explique pourquoi la protéine de fusion cyto myc-HSA-MK ne 

peut lier la colonne Mimetic Blue®, car la ou les pochettes de liaison nécessaires pour 

interagir avec la résine ne se sont pas formées correctement. L’ensemble des résultats 

confirment que la large structure globulaire de la HSA ne peut lier le récepteur B2 de par 

l’encombrement stérique entre les deux macromolécules. Une autre hypothèse expliquant 

l’échec des protéines de fusion HSA au niveau du B2R prend en compte la charge des 

protéines fusionnées à la MK. Peut-être que le récepteur B2 de rat ne peut interagir avec 

HSA-MK, car la HSA est une protéine plus anionique que l’EGFP (point isoélectrique 

HSA : 4,7; point isoélectrique EGFP : 6,2; Vlasova et Saletzy, 2009; Gurunathan et al., 

2014). D’autres protéines de fusion basées sur de plus petites globulines comme l’EGFP ou 

l’APEX2 sont néanmoins capable d’interagir avec ce récepteur, et ce avec une excellente 

affinité. L’APEX2 a été préférée à la HRP dans cette situation pour deux raisons. 

Premièrement, la HRP ne peut être synthétisée correctement dans le cytosol car il s’agit 

d’un environnement réducteur et pauvre en calcium (Martell et al., 2016). Tout comme 

pour EGFP, l’APEX2 est extrêmement stable dans le cytosol (Lam et al., 2015 ; Corish et 

Taylor-Smith, 1999). La seconde raison est, qu’historiquement, les constructions sécrétées 

agonistes du récepteur B2 étaient incapables de détecter ou de stimuler ce récepteur 

(Charest-Morin et al., 2013). En effet, la forme sécrétée de EGFP-MK (s-EGFP-MK) 

n’interagissait pas avec le B2R, même lorsqu’elle avait été concentrée 100x. La nouvelle 

construction APEX2-(NG)15-MK est un agoniste spécifique du B2R de rat, et est capable de 

détecter la présence de ce récepteur grâce à son domaine peroxydase. De plus, cette 

protéine de fusion peut être utilisée comme ligand non-isotopique dans un essai de 

compétition afin de déterminer l’affinité de nouveaux ligands du B2R de rat. APEX2-

(NG)15-MK, EGFP-MK et même cyto myc-HSA-MK illustre la faisabilité de générer des 

agonistes de haut poids moléculaires pour le récepteur B2, un GPCR de classe A ayant 

comme ligands endogènes des peptides de 9-10 acides aminés. Ces ligands 

biotechnologiques sont caractérisés par une inactivation intracellulaire retardée, une 

spécificité espèce-dépendante et un possible encombrement stérique entre le récepteur et les 

protéines de très hauts poids moléculaires adoptant une structure tertiaire tridimensionnelles 

complexe. Une solution afin de générer un ligand du récepteur B2 qui ne serait pas éliminé 

par la filtration glomérulaire serait de fusionner le peptide CTP en position C-terminale de 
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la MK. Le peptide CTP provenant de la sous-unité β de l’hormone chorionique 

gonadotrope humaine (QSSSS*KAPPPS*LPSPS*RLPGPS*DTPILPQ; où les * 

représentent des sites d’O-glycosylation se terminant par une molécule d’acide sialique) est 

composé de seulement 31 acides aminés. Le peptide CTP permet de prolonger la demi-vie 

d’une protéine dans le sérum humain, car la charge de ce peptide en plus de la présence 

d’acide sialique, vient empêcher la clairance rénale (Birken et Canfield, 1977; Fares et al., 

1992). Une protéine de fusion basée sur la CTP a été approuvée par la FDA et la EMA et 

est présentement prescrite comme un traitement de longue action pour stimuler la fertilité 

(Elonva®; Croxtall et McKeage, 2011). Avec une protéine de fusion CTP-MK, il serait 

possible de générer un agoniste du B2R résistant à la dégradation enzymatique et à la 

clairance rénale. Une telle protéine de fusion pourrait probablement agir sur le B2R animal 

avec une bonne affinité, puisque ce récepteur tolère les extensions en position N-terminale. 

 

La principale limitation de ce projet réside dans l’incapacité actuelle de transférer ces 

connaissances au récepteur B2 humain afin d’éventuellement pouvoir tester le potentiel 

thérapeutique ou diagnostique des ligands biotechnologiques. Certains essais ont été 

effectués afin de développer une protéine de fusion agoniste du B2R humain. 

Conformément aux faibles affinités de MISI et de (NG)5-BK pour le récepteur B2 humain, 

l’identification d’une combinaison spacer-agoniste compatible avec le récepteur B2 humain 

a été un échec. Un Blast des séquences du B2R humain et de rat révèle que ces deux 

récepteurs ont 80,1% d’homologie entre eux, conformément avec ce qui est rapporté dans 

la littérature (Hess et al., 1992). Une étude plus attentive des séquences révèle qu’une forte 

proportion des différences entre ces récepteurs se situe dans la région correspondant aux 

domaines transmembranaires #6 et #7, régions impliquées dans la liaison de l’extrémité N-

terminale de la BK (Leeb-Lundberg et al., 2005). Des expériences de mutagénèse dans cette 

région pourraient permettre d’identifier les résidus qui limitent l’affinité de la MK au 

niveau du B2R humain. L’identification de ces résidus pourrait guider la création d’un 

spacer compatible avec le récepteur B2 humain, permettant ainsi de générer des protéines 

de fusion de haute affinité pour ce récepteur.  
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Néanmoins, si l’adaptation de ces ligands biotechnologiques aux récepteurs humains était 

rendu possible, de tels ligands de haut poids moléculaire agonistes du B2R pourrait mener à 

la stimulation directe des récepteurs B2 endothéliaux comme mentionné à la fin de 

l’introduction. Les protéines de fusion de haut poids moléculaire agonistes du B2R 

pourraient avoir d’intéressantes applications chez les patients ayant souffert d’un infarctus, 

car il a été démontré sur des modèles animaux que la BK avait des effets cardioprotecteurs 

importants. En effet, l’administration de BK lors de la reperfusion après un infarctus du 

myocarde réduit la taille de celui-ci (Potier et al., 2013 ; Bell et a., 2003). Aussi, la 

stimulation des récepteurs B2 de la BK après un accident ischémique, entraîne une 

protection du myocarde par la génération de prostacyclines et d’oxyde nitrique (Penna et 

al., 2007 ; Marketou et al., 2010). Puisque l’administration rapide de BK après un infarctus 

protège le cœur des dommages causés par la reperfusion, l’utilisation de protéines de fusion 

de haut poids moléculaire agonistes du B2R pourrait être bénéfique chez les patients 

hospitalisés suite à une crise cardiaque sans entrainer les effets négatifs associés à la 

stimulation extravasculaire du B2R.  

Il a aussi été démontré dans le passé que le récepteur B1 humain tolérait bien les 

prolongations en position N-terminale (Charest-Morin et Marceau, 2016). Dans 

l’éventualité où le ligand APEX2-(NG)15-MK pourrait être adapté au récepteur B1 humain, 

cela pourrait avoir des applications diagnostiques très intéressantes. En effet, cette protéine 

de fusion pourrait participer à la détection des récepteurs B1 surexprimés au niveau des 

cellules sanguines périphériques mononucléaires chez les patients atteints de sclérose en 

plaque (Prat et al., 2005). 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 au niveau des leucocytes chez les patients schizophréniques (Boneberg et al., 

2006; Rodrigues et al., 2005). 

Finalement, les deux constructions APEX2 pourraient être utilisées afin d’identifier les 

partenaires moléculaires des récepteurs couplés aux protéines G ciblés. En effet, une étude 

récente a rapporté qu’une protéine de fusion APEX2 du récepteur β2-adrénergique (β2AR-

APEX2) a permis l’identification de nouveaux partenaires moléculaires de ce récepteur 

(Paek et al., 2017). Cela a été réalisé par une courte incubation de cellules exprimant ce 

récepteur chimérique avec de la biotine-phénol et du peroxyde d’hydrogène suivie d’une 
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analyse par spectrométrie de masse des peptides biotinylés. Cette approche expérimentale 

pourrait aussi être appliqué aux récepteurs PTH1 et B2 avec les ligands PTH-APEX2 et 

APEX2-(NG)15-MK afin d’identifier de nouveaux partenaires moléculaires de ces 

récepteurs.  

 

Les connaissances provenant de la littérature sur les GPCRS et les protéines de fusion, 

conjuguées à l’expertise développée au cours de mes études, ont permis de générer des 

protéines de fusions avec des applications diagnostiques ou thérapeutiques potentielles. 

J’espère que mes travaux ont pu démontrer l’énorme potentiel de l’utilisation des protéines 

de fusion dans l’étude des récepteurs couplés aux protéines G. 
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