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Résumé 
L’étude de l’assemblage et de l’acheminement à la membrane plasmique 

des complexes de signalisation des RCPGs va jouer un rôle crucial dans le 

développement de nouveaux médicaments ayant moins d’effets secondaires. Des 

outils permettant l’étude de ces phénomènes existent déjà, mais un outil 

polyvalent qui permettrait d’étudier plusieurs aspects pourrait grandement faciliter 

et accélérer ces études. L’étiquette SNAP est un candidat intéressant puisqu’avec 

cette étiquette il est possible de marquer une seule construction avec une variété 

de différents substrats. Une construction encodant pour le récepteur �2AR avec 

une étiquette SNAP à son extrémité C-terminale a été ingénérée. Cette 

construction est apte à lier son ligand, à être acheminée à la membrane plasmique 

et à homodimériser. La protéine exprimée a été marquée avec le fluorophore BG-

430. De la fluorescence non spécifique a été détectée dans la cellule (même en 

absence de l’étiquette SNAP sur le récepteur). Un essai BRET a été développé, 

utilisant la construction HA-�2AR-SNAP en tant qu’accepteur et est fonctionnel. 

L’étiquette SNAP, comme utilisée ici, ne présente pas un aussi bon candidat 

qu’attendu, puisque le substrat n’ayant pas réagi demeure coincé dans la cellule. 

Le facteur activateur de plaquette (PAF) et son récepteur (PAFR) jouent un rôle 

critique dans plusieurs réponses inflammatoires et le récepteur FP est impliqué 

dans l’accouchement prématuré. Une meilleure compréhension des complexes de 

signalisation associés à ces récepteurs pourrait être la première étape dans la 

compréhension de leur signalisation dans des situations normales ou de maladies. 

Des expériences de BRET étudiant des interactions de bases entre les récepteurs 

et leurs partenaires d’interactions connus ont été réalisées. Elles ont permis de 

déterminer que : les récepteurs PAF et FP homodimérisent, que les récepteurs 

PAF et FP hétérodimérisent, que les protéines G�� interagissent de manière 

constitutive avec ces récepteurs et qu’aucun signal de BRET n’a été détecté avec 

la protéine G� et ce, en présence ou en absence de stimulation par un agoniste 

(suggérant qu’il est nécessaire d’optimiser le système présentement utilisé). 

Mots clés : RCPG, �2AR, PAFR, FPR, étiquette SNAP, BRET 
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Abstract  
Studies of the assembly and plasma membrane trafficking of G protein-

coupled receptor (GPCR) signalling complexes will play an important role in the 

development of new drugs with fewer side effects. Tools for this purpose have 

already been developed, but a more versatile tool which would allow assessment 

of multiple aspects of GPCR trafficking and protein/protein interaction could 

greatly facilitate and expedite these studies. The SNAP tag is without doubt an 

interesting candidate for this task. Using this tag, it is possible to label one 

receptor construct, with a variety of different substrates. A construct encoding the 

�2AR receptor was engineered with a C-terminal SNAP tag. This construct, when 

expressed in HEK 293 cells, was able to bind ligand, to traffic to the plasma 

membrane and to form homodimers. The expressed protein was then labelled with 

the BG-430 fluorophore. Non-specific fluorescence was detected in the cell, even 

in the absence of the SNAP tag. A BRET assay was developed using the HA-

�2AR-SNAP as a BRET acceptor. The SNAP tag as used in this initial study was 

not as good as thought previously because uneacted substrate remains trapped in 

cells (i.e. the background was too high). Platelet-activating factor (PAF) and its 

receptor (PAF-R) play a critical role in many inflammatory responses and the 

receptor for prostaglandin F (FP) plays a role in pre-term labour. A better 

understanding of signalling complexes associated with these receptors might be 

the first step in a better understanding of their signalling in health and disease. As 

an initial step in this direction, we used BRET to study basic interactions between 

these receptors and known signalling partners. PAF-R and FP receptors 

homodimerize. A heterodimer between the FP and PAF receptors was also 

detected. G�� subunits interact with these receptors in a constitutive way. In the 

case of the G�, no BRET signal was detected with or without agonist stimulation 

suggesting more work is required to optimize the system. 

Key words: GPCR, �2AR, PAFR, FPR, SNAP tag, BRET  
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1 Introduction : 

1.1 Récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs)  

1.1.1 Généralités

1.1.1.1 Fonction 

Les récepteurs à sept domaines transmembranaires, aussi connus sous le 

nom de récepteur couplé aux protéines G (RCPG), forment la plus grande famille 

connue de récepteurs présents à la surface cellulaire. Environ 1 % du génome 

humain encode pour leurs gènes (162). Leur fonction principale consiste à 

traduire les signaux extracellulaires en événements intracellulaires, de façon à 

pouvoir répondre aux changements environnants constants (23). Ils répondent à 

plusieurs modulateurs cellulaires tels les hormones, les peptides, les photons, les 

nucléotides et les ions (56).  

Suite à leur activation par ces modulateurs, les récepteurs enclencheront 

diverses cascades de signalisations, via l’activation d’effecteurs spécifiques tels 

que des enzymes ou encore des canaux ioniques. Les RCPGs contrôlent plusieurs 

processus biologiques comme par exemple : la fonction cardiaque, l’olfaction, la 

vision, la perception de la douleur, le métabolisme et l’inflammation (105). Les 

différentes étapes d’activation et de signalisation des RCPGs sont résumées à la 

figure 1.1. 

Les RCPGs signalent principalement via les protéines G hétérotrimériques 

qui leur sont associées. Il existe une grande variété de ces protéines G, soit 16 

différentes sous-unités �, 5  sous-unités G� distinctes et 12 protéines G� (66). La 

communauté scientifique a tout d’abord cru que les RCPGs ne pouvaient que 

signaler via les protéines G. Maintenant, des évidences indiquent qu’il est 

possible d’activer des voies de signalisation fonctionnellement indépendante de 
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celles-ci. C’est le cas, entre autres, de la voie de signalisation JAK/STAT, qui est 

activée par le récepteur de la sérotonine 5-HT2A, sans l’aide des protéines G 

hétérotrimériques (61). 

Figure 1.1 : Modèle général des voies de signalisation des RCPGs Suite à son 
activation par un ligand le RCPG subi un changement de conformation qui 
entraîne une activation de la protéine G� ce qui engendrera, dans certains cas, une 
dissociation des protéines G hétérotrimériques. Celles-ci vont à leur tour réguler 
des effecteurs et engendrer une cascade de signalisation ce qui provoquera 
l’apparition de seconds messagers à l’intérieur de la cellule. Ces seconds 
messagers vont à leur tour engendrer des phénomènes de signalisation ou 
modifier l’expression de gènes spécifiques (référence : (105))

1.1.1.2 Pertinence pharmacologique 

Environ 50 % de médicaments qui se retrouvent actuellement sur le 

marché sont dirigés contre cette famille de récepteurs, ce qui en fait la plus 

importante cible pharmacologique (132). Il est à noter que le potentiel de 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant ces récepteurs est 

très élevé puisque seulement 10 % des 400 RCPGs non olfactifs ainsi que leur 
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voie de signalisation sont ciblés par les médicaments présentement en vente (48, 

95).  

Plusieurs maladies sont causées par un mauvais repliement, une altération 

dans la maturation ou encore dans l’acheminement de certains RCPG à la 

membrane plasmique (43). C’est le cas par exemple du diabète insipide 

néphrogénique. Cette maladie est causée par une séquestration des récepteurs de 

la vasopressine V2, qui sont mutés, dans le réticulum endoplasmique (RE) ce qui 

entraîne, à un certain point, leur dégradation. Des protéines chaperones ou encore 

de petits ligands sont capables de favoriser un repliement et une maturation 

adéquate des récepteurs de la vasopressine mutés et permettent leur expression à 

la membrane plasmique (11, 113). Les RCPGs jouent un rôle central dans les 

processus d’inflammation via des récepteurs comme celui du facteur activateur de 

plaquettes (PAFR). Le récepteur PAF, à lui seul, est impliqué dans plus d’une 

dizaine de pathologies. Il joue un rôle crucial dans la signalisation provoquée par 

la présence d’allergènes, pouvant entraîner des situations pathologiques telles que 

des crises d’asthme ou, dans le pire des cas, mener au choc anaphylactique (69). 

L’implication de ce récepteur dans les différents processus d’inflammation et 

aussi importante. Des études ont démontré qu’il pourrait jouer un rôle dans 

l’inflammation chronique causée par l’activation des macrophages (91) ou encore 

dans le cas du choc endotoxique (69).  

 Le besoin de mieux comprendre l’implication des RCPGs dans des 

processus biologiques centraux nécessaires au bon fonctionnement du corps 

humain en plus du rôle prépondérant qu’ils jouent chez plusieurs situations 

pathologiques explique le grand intérêt que leur porte la communauté scientifique.  
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1.1.2 Doctrines d’hier et d’aujourd’hui 

1.1.2.1 Formation du complexe de signalisation 

Les chercheurs ont longtemps pensé que le complexe de signalisation des 

RCPGs formé du récepteur, des protéines G hétérotrimériques ainsi que de 

l’effecteur, se formait de façon purement aléatoire (ce qui est vrai chez le système 

visuel des mammifères (5)). De plus en plus d’études tendent à démontrer que ce 

modèle ne s’applique pas à tous les RCPGs et qu’en fait, dans certains cas, ces 

complexes sont formés de manière coordonnée, et ce, bien avant d’atteindre la 

membrane plasmique. Un article publié par notre équipe en 2006, utilisant des 

mutants dominants négatifs des petites protéines G Rab et Sar1, montre que la 

dimérisation du récepteur ainsi que son association avec les protéines G�� prend 

place dans le RE. L’interaction de la protéine G� avec ce complexe à lieu lors du 

transit entre le RE et l’appareil de Golgi (44). Il est à noter que cette étude 

s’applique pour la synthèse de novo récepteurs. En ce qui concerne la reformation 

du complexe de signalisation formé des récepteurs, des protéines G et des 

effecteurs, suite à son recyclage, très peu d’informations sont disponibles.  

Les interactions entre les protéines G et les RCPGs ne sont pas encore très 

bien caractérisées. Plusieurs études se contredisent sur ce sujet et la communauté 

scientifique n’est pas arrivée à un consensus en la matière. De nouvelles 

techniques ont été développées au cours des dernières années, afin de faciliter et 

d’accélérer la compréhension de ce phénomène. Ces techniques sont 

principalement des techniques de transfert d’énergie par résonance par exemple le 

BRET, le FRET et le BiFC. Ces techniques sont précises et permettent d’étudier 

les interactions protéines-protéines dans des cellules vivantes (pour plus 

d’information voir section 1.3.1) (64) (101) et ce, même en temps réel (52). Le 

modèle de base en ce qui a trait à l’activation des protéines G par les RCPGs, 

implique un changement de conformation transmis du récepteur (lors de sa 

stimulation par un agoniste) aux protéines G. Mais la nature exacte de ces 
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changements de conformation demeure encore inconnue. Un modèle où la liaison 

d’un agoniste au récepteur �2-adrenergique engendre un changement de 

conformation qui provoque une ouverture de l’interface entre G� et G�� sans 

provoquer leur dissociation a été développé par le groupe du Dr Bouvier (53). 

D’autres études suggèrent que les protéines hétérotrimériques se dissocient suite à 

la stimulation du RCPG, mais qu’il est aussi possible que certaines protéines G 

signalent sans dissociation physique (38). La signalisation par les protéines G est 

isoforme spécifique, ce qui signifie que certains effecteurs ne sont activés que par 

une famille particulière de protéines G hétérotrimériques. Ce phénomène peut 

s’expliquer par le fait que la rapidité et la facilité avec laquelle la dissociation des 

protéines G hétérotrimériques est exécutée dépendent de l’isoforme de la protéine 

G� présente (39). 

Les sites de liaison des protéines G hétérotrimèriques sur les RCPGs ne 

sont identifiés que chez quelques récepteurs. Par exemple, le site de liaison de la 

protéine G� a été identifié chez le récepteur de la thromboxane A2 et se situe dans 

la troisième boucle intracellulaire (29). En ce qui a trait au site de liaison des 

protéines G��, il a été identifié chez le récepteur de la rhodopsine à la fin des 

années quatre-vingts (76, 126). Celui du récepteur muscarinique M3 se trouve 

dans la troisième boucle intracellulaire et correspond à la séquence FXXXF. Cette 

séquence est située à proximité du site de phosphorylation de la kinase des 

RCPGs (GRK) : GRK2 (170). Il semble avoir une interrelation entre la liaison de 

protéines G�� au récepteur et la phosphorylation de celui-ci par GRK2. Ce 

phénomène a été observé chez le récepteur muscarinique M3 (170), chez la 

rhodopsine (62) et chez le récepteur �2-adénergique (80). Cependant, le rôle exact 

de cette interrelation n’a pas encore été déterminé.  
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1.1.2.2 Liaison du ligand 

La liaison du ligand sur le RCPG est une étape clé dans la signalisation. 

Dans le modèle classique, suite à sa stimulation, un RCPG subit des changements 

de conformation, qui lui permettent de se lier avec les protéines G 

hétérotrimériques, entraînant l’activation de la protéine G� par l’échange du GDP 

qui lui est rattaché pour un GTP (14, 150). Cet échange de nucléotides va 

entraîner une diminution de l’affinité de G� pour le dimère G�� (88) menant à la 

dissociation du complexe formé par le récepteur, les protéines G�� et la protéine 

G� (96). Des effecteurs spécifiquement activés par ces protéines G seront régulés. 

Ils vont ensuite engendrer une cascade de signalisation qui provoquera 

l’apparition de seconds messagers à l’intérieur de la cellule, tels que : l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc), le diacylglycérol (DAG), le Ca2+ (voir figure 

1.1). Cette étape est en fait la réponse biologique à court terme. Ces seconds 

messagers vont à leur tour engendrer des phénomènes de signalisation ou 

modifier l’expression de gènes spécifiques (réponse biologique à long terme).  

1.1.2.3 Acheminement à la membrane plasmique 

Plusieurs études ont concentré leurs efforts dans la compréhension des 

processus impliqués au cours de la désensibilisation et de l’internalisation des 

RCPGs. Pendant ce temps, très peu d’attention a été portée à l’acheminement à la 

membrane plasmique des récepteurs nouvellement synthétisés. Quelques groupes 

se sont penchés sur cette question et ont découvert que l’oligomérisation des 

récepteurs pouvait jouer un rôle crucial au cours de cette étape (134). Pour plus 

d’information sur le sujet, vous référez à la section 1.1.2.5 sur l’oligomérisation.  

D’autres mécanismes favorisant l’acheminement des RCPGs à la 

membrane plasmique ont aussi été identifiés, comme par exemple, les protéines 

RAMP (protéines qui modifient l’activité des récepteurs). Ces protéines 
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permettent en fait de réguler la liaison du ligand, la sélectivité et l’acheminement 

à la membrane plasmique via une association physique (43). Dans le cas du 

récepteur de la calcitonine CRLR, la protéine RAMP est nécessaire à son 

transport à la membrane plasmique (110). L’expression des protéines RAMP est 

limitée aux compartiments intracellulaires sauf lorsqu’elles se retrouvent 

associées avec un RCPG. Dans ces cas-là, les RAMP sont aptes à être co-

acheminées à la membrane plasmique. Cette liaison des RAMP avec les RCPGs 

est un mécanisme permettant de contrôler la distribution cellulaire des RCPGs qui 

leur sont associés (30). La protéine DRiP78 (protéine interagissant avec le 

récepteur de la dopamine 78) joue elle aussi un rôle important dans 

l’acheminement de certains récepteurs à la membrane plasmique comme dans le 

cas du récepteur de la dopamine D1 (10) ou encore du récepteur de l’angiotensine 

II AT1 (94).  

Il est important de souligner que des études ont démontré que certains 

RCPGs ne sont pas envoyés à la membrane plasmique, mais bien vers d’autres 

compartiments intracellulaires (revue en (13)). Il y a le RCPG orphelin 30 qui se 

situe au RE et qui est activé par les oestrogènes (135). De plus, plusieurs 

récepteurs sont dirigés à la membrane nucléaire, comme par exemple le récepteur 

PAFR (106), le récepteur du glutamate métabotropique MGluR5 (115) et le 

récepteur des prostaglandines (57).  

1.1.2.4 Signalisation  

Il existe de nombreux effecteurs pouvant être activés par les protéines G 

hétérotrimériques. Chaque protéine G� est liée avec un ou des effecteurs 

particuliers et il en est de même pour les protéines G��. La table I.I présente une 

vue générale des différents effecteurs régulés par chacune des familles de G�. La 

table I.II, quant à elle, présente les différents effecteurs régulés par les sous-

unités ��. De plus en plus d’études démontrent que les protéines G�� contribuent 
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elles aussi à la signalisation des RCPGs en activant des effecteurs qui leur sont 

spécifiques (voir table I.II) (36-38). Il est à noter que la protéine G� est instable 

en absence de la protéine G� et que ces deux protéines sont en fait considérées

comme étant une seule entité (144).  

Les effecteurs activés par les sous unités de G� les plus connus sont sans 

doute l’adénylate cyclase (AC) (12, 155) et la phopholipase C (PLC). L’adénylate 

cyclase est activée par la sous unité G�s et son activation induit une production 

d’AMPc à l’intérieur de la cellule (140). Quant à elle, la phospholipase C 

lorsqu’activée par la sous unité G�q, permet l’hydrolyse du phosphatidylinositol-

3-phosphate (PIP3) en inositol-3-phosphate (IP3) et en DAG (136). Plusieurs 

revues de la littérature sont disponibles sur le sujet (81, 109, 157). 
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Family Subtype

Gs G�s (S)
�

G�s (L)
�

G�olf

Gi Gi1

Gi2

Gi3

G�oA
�

G�oB
�

G�z

G�t1

G�t2

G�g

Gq G�q

G�11

G�14

G�15 or 16

G12 G�12

G�13
iNOS

Bruton's tyrosine Kinase (G�q)

NHE-1
PLD

p115RhoGEF

Unknown

GTPase of tubulin

PLC�s

GRIN 1 and 2

src

Ca2+ and K+ channels

cGMP-PDE

Src
AC

AC

Rap 1 GAP

Effector

GTPase of tubulin

AC

Table I.I : Effecteurs activés par les différentes isoformes de la protéine G�
(Adapté de (23)) 
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Effector Regulation

PLC�s Stimulation
AC I Inhibition

AC II, IV and VII Stimulation
K+ channels (GIRK1, 2, 4) Stimulation

Ca2+ channels Inhibition
G protein receptor kinase Recruitement to membrane 

PI3 kinase Stimulation
Bruton's tyrosine kinase Stimulation

Tsk tyrosine kinase Stimulation
Protein kinase D Stimulation

Calmodulin Inhibition of calmodulin kinase
Tubulin Increased GTPase activity

Dynamin I Increased GTPase activity
Shc phosphorylation Indirect activation of MAPK (?)
Raf-1 protein kinase Sequestration of G��
Ras exchange factor Indirect activation of MAPK (?)

KSR-1 Sequestration of G��

Table I.II : Effecteurs activés par les protéines G�� (Adapté de (23)) 

La voie de signalisation des kinases activées par des agents mitogéniques 

(MAPK) joue un rôle important dans la signalisation cellulaire. L’activation de 

cette voie de signalisation permet, entre autres, de contrôler la croissance, la 

prolifération, la différenciation cellulaire ainsi que l’apoptose (87, 121). De cette 

façon, les RCPGs permettent de réguler des processus biologiques importants qui 

permettront à la cellule de répondre aux changements présents dans son 

environnement. Il est possible de stimuler la voie des MAPKs via les protéines 

G��. Les protéines G�� activeront la protéine Src, qui a son tour induira la voie de 

signalisation des tyrosines kinases, ce qui provoquera l’activation de la voie de 

signalisation de la protéine Ras (34, 103, 160). Les protéines G� peuvent elles 

aussi activer la voie des MAPKs. Dans le cas de G�i/o, l’activation de la voie des 

MAPKs peut se faire via la protéine kinase C (161). Pour ce qui est de la protéine 

G�q/11, l’activation de la voie des MAPKs survient de manière dépendante ou 

encore indépendante de la petite GTPase Ras (84). La protéine G�s, quant à elle, 

est apte à stimuler la voie des MAPKs en passant par l’accumulation d’AMPc ce 
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qui permettra à la protéine kinase A d’activer la petite protéine G Rap1 et ainsi 

d’induire la voie de signalisation (165).  

Maintenant, de nombreuses évidences suggèrent que la protéine �-

arrestine servirait de protéine d’échafaudage à cette voie de signalisation. Il serait 

donc possible de provoquer une deuxième vague de signalisation suite à 

l’internalisation des RCPGs (37, 102).  

1.1.2.5 Oligomérisation des récepteurs 

Maintenant, la communauté scientifique s’entend pour dire que les RCPGs 

existent sous la forme d’homo- et d’hétérodimère. Depuis la première étude 

démontrant l’existence de cette unité de signalisation au milieu des années 1990, 

plusieurs groupes se sont penchés sur le sujet. En fait, les équipes de chercheurs 

ont prouvé que ces homo- et hétérodimères jouent des rôles prépondérants lors de 

l’export des récepteurs à la membrane plasmique, en régulant la signalisation 

induite par le ligand, en augmentant la diversité pharmacologique, en modifiant la 

transduction du signal en plus d’avoir un impact sur l’internalisation de ces 

récepteurs (158) (voir figure 1.2). Il est a noté qu’au cours de la dernière décennie 

les chercheurs ont aussi identifié un nombre croissant, d’homo- et 

d’hétérodimères formés par les différents RCPGs. Les revues suivantes sont 

intéressantes pour avoir une vue d’ensemble sur tout le travail qui a été accompli 

par les différentes équipes de recherche (21, 104, 120, 158).  

La dimérisation des récepteurs semble jouer un rôle dans la maturation des 

récepteurs en plus de permettre un repliement efficace des nouveaux récepteurs 

formés et de favoriser leur export du RE à la membrane plasmique (voir figure 

1.2, section 1). Le premier cas d’hétérodimère obligé a été observé pour les 

récepteurs GABA(B)1 et GABA(B)2 (73, 75). En l’absence de GABA(B)2, le 

récepteur GABA(B)1 est retenu dans le RE par un motif RXR(R) présent sur sa 
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queue C-terminale. La formation d’un dimère composé d’un récepteur 

GABA(B)1 et d’un récepteur GABA(B)2 masque le motif présent sur GABA(B)1 

et permet au dimère de récepteurs de quitter le RE et d’atteindre la membrane 

plasmique (24, 118). Des études ont aussi démontré que le récepteur GABA(B)1 

est responsable de la liaison de l’agoniste tandis que le récepteur GABA(B)2 est, 

quant à lui, responsable de l’activation des protéines G hétérotrimériques (46, 54, 

55).  

Dans le cas du récepteur de l’hormone lutéinisante (LHR), son gène 

encode pour plusieurs acides ribonucléiques (ARN) messagers différents, dont 

une version tronquée du récepteur complet à laquelle il manque une partie de la 

queue C-terminale. La co-expression de la version complète et de la version 

tronquée du LHR modifie le comportement de la version complète du récepteur 

en le retenant dans le RE par les mécanismes de contrôle de qualité. Ces 

mécanismes de régulation permettent de contrôler la quantité et la qualité des 

récepteurs nouvellement synthétisés qui seront acheminés à la surface cellulaire 

(4).  

Les techniques de transfert d’énergie par résonance (RET) ont permis 

d’identifier un grand nombre d’homo- et d’hétérodimère. Une étude a répertorié la 

capacité des récepteurs CCR2 et CXCR4 à former des homodimères aussi bien 

que des hétérodimères. La liaison d’un ligand provoque un changement de 

conformation à l’intérieur même du dimère sans affecter pour autant la formation 

de nouveau dimère ou encore la dissociation de ceux existants. Ce phénomène 

semble donc être constitutif et ne requiert pas l’activation du récepteur pour 

prendre place (122), c’est le cas aussi de l’homodimère du récepteur �2AR (3) 

(voir figure 1.2, section 2).  

Dans certain cas d’hétérodimère, la liaison du ligand à un des récepteurs 

provoque un changement de conformation qui se propage d’un récepteur à l’autre 

et peut modifier la signalisation de ce second récepteur soit en augmentant, 
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diminuant la cascade de signalisation générée ou modifier la sélectivité des 

protéines G hétérotrimériques liées aux récepteurs (voir figure 1.2, section 3 et 4). 

C’est d’ailleurs ce qui est observé chez l’hétérodimère formé des récepteurs �2-

adrénergique et �-opioïde. La liaison de la morphine sur le récepteur �-opioïde 

provoque un changement de conformation qui inhibe la signalisation via la 

protéine G�i du récepteur �2-adrénergique (163). La dimérisation des RCPGs 

pourrait donc augmenter la diversité pharmacologique des récepteurs. De plus, 

ceci permet un contrôle plus précis dans la régulation de la réponse cellulaire 

déclenchée suite à un changement dans l’environnement cellulaire (104). 

 En fait, des études se basant sur les structures tridimensionnelles de la 

rhodopsine (119) et des protéines G hétérotrimériques (89), soulèvent l’hypothèse 

que le dimère de récepteurs pourrait en fait être l’unité de signalisation de base. 

Selon ces informations, deux RCPGs devraient être nécessaires à la liaison d’un 

seul trimère de protéines G. Il a été montré à l’aide de la méthode du BRET, que 

le récepteur muscarinique, l’unité de signalisation de base dans la cellule est 

composée d’homodimères de haute affinité pour les différentes isoformes M1, M2 

ainsi que M3 MaChR (58). 

La dimérisation des RCPGs peut aussi affecter la manière dont ils seront 

internalisés suite à leur stimulation par un agoniste (voir figure 1.2, section 5). En 

fait, des études ont démontré que chez plusieurs hétérodimères, la stimulation 

d’un seul récepteur était suffisante pour provoquer l’internalisation des deux 

récepteurs. C’est le cas, entre autres, du dimère formé des récepteurs �2A-AR et 

�1AR. La stimulation de l’hétérodimère par un agoniste du récepteur �2A-AR 

entraîne l’internalisation du récepteur �1AR (173). 
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Figure 1.2 : Les rôles présumés jouer par la dimérisation des RCPGs  (1) 
Rôle dans la maturation des récepteurs en plus de permettre un repliement 
efficace des nouveaux récepteurs formés et de favoriser leur export du RE à la 
membrane plasmique (2) Régulation de la formation des homo- et hétérodimères 
par la présence du ligand (3) Une modification dans la signalisation des protéines 
G hétérotrimériques liées au dimère de RCPGs peut prendre place en modulant de 
manière positive ou négative la coopérativité de liaison du ligand (4) Soit en 
augmentant, en diminuant la cascade de signalisation générée ou en modifiant la 
sélectivité des protéines G hétérotrimériques liées aux récepteurs (5) Entraîner la 
co-internalisation des deux récepteurs impliqués dans le dimères même lors de la 
stimulation par un agoniste d’un seul des récepteurs (révisé dans l’article (158)). 

1.1.2.6 Internalisation des récepteurs 

Suite à sa stimulation par un agoniste, le RCPG est phosphorylé par des 

GRKs (8) ou encore les protéines kinases A et C (176). La phosphorylation par 

les GRKs augmente l’affinité du RCPG pour la protéine �-arrestine. La liaison de 

la �-arrestine au récepteur empêche physiquement la liaison à celui-ci de 

protéines G additionnelles. Ceci entraîne la dissociation des protéines G liées au 

récepteur et atténue par conséquent toute signalisation subséquente par les 

protéines G (100). Ce phénomène, traduit par une diminution de la signalisation 

d’un RCPG via les protéines G suite à sa stimulation par un agoniste, se nomme 
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désensibilisation et permet d’empêcher une signalisation prolongée (pour revue 

sur le sujet voir : (168)).  

Il existe plusieurs différentes isoformes de la �-arrestine, soit la �-arrestine 

1, la �-arrestine 2, l’arrestine visuelle (de bâtonnets et de cônes) (114, 147). Les 

isoformes de la �-arrestine 1 (100) et 2 possèdent une très grande similarité de 

séquence et sont exprimées de façon ubiquitaire selon des proportions variables 

(6). Les isoformes de l’arrestine visuelle sont, quant à elles, principalement 

présentes dans la rétine (114, 147).  

L’internalisation des RCPGs passe par l’interaction entre le récepteur 

phosphorylé et la protéine �-arrestine en permettant le recrutement de la clathrine, 

une protéine responsable de l’endocytose via les puits tapissés de clathrine (59). 

Par la suite, la protéine adaptatrice AP-2 est recrutée au complexe déjà formé 

entre le récepteur, la �-arrestine et la clathrine (90). Le mécanisme d’endocytose 

peut ensuite s’effectuer complètement grâce à la protéine GTPase ARF6 et à son 

facteur d’échange de guanine, ARNO (31). C’est l’interaction de toutes ces 

protéines qui permet l’internalisation du récepteur, qui se terminera soit par la 

dégradation de ce dernier ou son recyclage à la membrane plasmique, selon le cas 

(97).    

Certains domaines intracellulaires (principalement reconnus pas des 

protéines kinases) présents sur le récepteur jouent aussi un rôle important dans sa 

désensibilisation. La séquestration de récepteurs à l’intérieur de la cellule ne 

dépend donc pas seulement des interactions entre le récepteur et la �-arrestine, 

mais aussi de domaines présents dans la région cytoplasmique et de l’orientation 

de ceux-ci (72). 

Les RCPGs sont divisés en deux classes selon leur type d’interaction avec 

la �-arrestine. Pour ce qui est des récepteurs de classe A, dont fait partie le 

récepteur �2-adrénergique (�2AR), c’est la �-arrestine 2 qui est principalement 
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responsable de la désensibilisation et par conséquent de l’internalisation du 

récepteur. L’interaction qui a lieu entre les récepteurs de classe A et la �-arrestine 

est temporaire. Par conséquent, l’endocytose via les puits tapissés de clathrine a 

lieu, puis le complexe formé entre la �-arrestine et la clathrine se dissocie. Ainsi, 

le récepteur se retrouve libre et est apte à être recyclé rapidement à la membrane 

plasmique. Le récepteur de l’angiotensine 1, quant à lui, fait partie de la classe B 

et possède une affinité équivalente pour la �-arrestine 1 et la �-arrestine 2. Aussi, 

cette affinité est plus importante que celle observée pour la classe A de récepteur. 

Ainsi, le récepteur est internalisé avec la protéine �-arrestine, ce qui ralenti la 

vitesse de retour de ce récepteur à la membrane plasmique (83, 116).  

Beaucoup des informations répertoriées dans cette section de 

l’introduction semblent se contredire, mais elles sont à l’image des articles 

scientifiques de revues et de données qui sont disponibles. Il reste beaucoup à 

découvrir sur les RCPGs avant d’avoir complètement élucider les mécanismes 

cellulaires impliqués.  
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1.2 Récepteurs  

1.2.1 �2-adrénergique

1.2.1.1 Pertinence biologique  

Les récepteurs adrénergiques sont stimulés par les catécholamines, soit 

l’adrénaline et la noradrénaline. Ils régulent plusieurs processus physiologiques 

comme la fréquence cardiaque, la force des contractions musculaires, le tonus des 

muscles lisses bronchiques et vasculaires, le métabolisme de l’énergie ainsi que 

l’activité du système nerveux central (172). Ils jouent aussi un rôle important dans 

plusieurs maladies telles que la défaillance cardiaque, qui peut être traitée en 

utilisant des bloqueurs de récepteurs �AR (revue en : (20, 47, 172)). L’asthme en 

est un autre exemple : les causes exactes de cette maladie sont inconnues dans la 

majorité des cas, mais des agonistes pour les récepteurs �2AR sont utilisés pour 

traiter un patient qui en est atteint ou qui souffre d’obstruction chronique sévère. 

Les médicaments utilisés agissent en fait en stoppant la bronchoconstriction 

causée lors de la crise et en permettant ainsi à l’air d’atteindre les poumons (17). 

Les récepteurs adrénergiques sont divisés en deux familles principales, soit les 

récepteurs � et �. Chacune de ces familles est ensuite divisée en sous-type 

correspondant à leur capacité relative d’activation par un ligand. Au total, la 

famille des récepteurs adrénergique compte neuf membres (�1A, �1B, �1D, �2A, �2B,

�2C et �1, �2, �3) (22).  

Le récepteur �2AR est un RCPG prototypique : il est le deuxième 

récepteur étant le mieux caractérisé après la rhodopsine (149). C’est de ce 

récepteur qu’il sera discuté plus particulièrement au cours de cette section. Le 

gène encodant ce récepteur se trouve sur le chromosome 5 (82) et est largement 

exprimé dans le cœur et le tractus respiratoire (112).  
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1.2.1.2 Signalisation 

L’activation du récepteur �2AR par un agoniste va entraîner une 

signalisation via la sous-unité G�s, qui couplée à l’adénylate cyclase, va permettre 

une augmentation importante de la quantité d’AMPc présente dans le cytosol. La 

protéine kinase A sera ainsi activée et pourra ensuite phosphoryler plusieurs 

protéines incluant le récepteur et permettre sa désensibilisation (137). Chez les 

cardiomyocytes, cette cascade de signalisation sera traduite par une réponse 

contractile de ces cellules (voir figure 1.3) (171). Dans le cas où le récepteur est 

stimulé par un agoniste inverse, c’est la sous-unité G�i qui sera activée. Il s’en 

suivra une diminution du niveau basal de production d’AMPc et d’autres voies de 

signalisation, comme celles des MAPKs seront activées (voir figure 1.3) (35). 

Dans le cas des cardiomyocytes, cette cascade de signalisation sera traduite par 

une diminution de la réponse contractile (171). Une étude a démontré que la 

composition des sous-unités des protéines G�� contribuerait directement à la 

spécificité de l’activation de la sous-unité G�s engendrée par ce récepteur (85).  
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Figure 1.3 : Voies de signalisations du récepteur �2AR chez les 
cardiomyocytes L’activation par un agoniste va engendrer une signalisation via 
la sous unité G�s ce qui activera l’AC et provoquera une augmentation de 
l’AMPc à l’intérieur de la cellule, puis une activation de la PKA et une 
contraction des cardiomyocytes. L’activation du récepteur  �2AR par un 
antagoniste inhibera l’AC ce qui diminuera la quantité d’AMPc et par conséquent 
la contraction des cardiomyocytes en plus d’activer la voie de signalisation de la 
PI3K via les protéines G�� (171) 

Le récepteur �2AR contribue à divers aspects de la signalisation cellulaire. 

Dans certains cas, il a été trouvé qu’il peut jouer le rôle de protéine d’échafaudage 

qui permet de relier deux familles de canaux ioniques en un complexe de 

signalisation fonctionnel. Ceci permet de moduler le récepteur en plus de 

contrôler l’excitabilité de la membrane plasmique (99).  

1.2.1.3 Structure 

Plusieurs études sur la dimérisation de ce récepteur ont été effectuées au 

cours de la dernière décennie. Un des premiers articles apportant des preuves 

substantielles de ce phénomène fut publié en 1996 par l’équipe du Dr Bouvier 

(65). Par la suite, plusieurs laboratoires publièrent publiés sur le sujet. Certains 

soulignent le rôle que joue la dimérisation de �2AR dans sa capacité à être exporté 

du RE et à atteindre la membrane plasmique (141). D’autres indiquent que des 

dimères et des oligomères sont détectés à la membrane plasmique et que la nature 

de ces complexes oligomériques diffère de celle des dimères. Les oligomères 

nécessitent la présence de ponts disulfides pour être stables dans la cellule, tandis 

que les dimères n’en ont pas besoin (142).  

Le récepteur �2AR a été cristallisé au cours de la dernière année par 

l’équipe du Dr Kobilka. Il est important de mentionner que la rhodopsine a été le 

premier RCGP cristallisé, (40) mais puisque ce récepteur fait classe à part dans 

plusieurs domaines, la cristallisation d’un autre RCPG, dit plus classique, 
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représente une étape importante dans l’étude et la compréhension de cette famille 

de récepteurs. Ces résultats reflètent une très grande avancée dans la recherche 

concernant les RCPGs et vont permettre d’élucider plusieurs des questions restées 

jusqu’ici sans réponses. L’équipe de Kobilka a réussi à cristalliser le récepteur lié 

à un agoniste inverse en utilisant un environnement lipidique. La structure des 

cristaux a pu être obtenue à une résolution variant entre 3.4 et 3.7 Å. La structure 

varie quelque peu de celle obtenue pour le récepteur de la rhodopsine 

principalement due à une plus faible force d’interaction entre la queue 

cytoplasmique et les domaines transmembranaires 3 et 6 (131). Le site de liaison 

du ligand est masqué par la deuxième boucle extracellulaire, qui est retenue dans 

cette cavité par deux ponts disulfure et un petit segment en hélice, ce qui en limite 

l’accessibilité (28). Les acides aminés régulant la fonction du récepteur sont reliés 

entre eux par un réseau de ponts hydrogènes et par un réseau de compactage. 

L’existence de ces réseaux pourrait suggérer une signalisation engendrée par un 

changement de conformation du récepteur, lors de liaison du ligand, qui serait 

transmis aux régions interagissant avec les protéines G hétérotrimériques (139).  

1.2.2 Facteur activateur de plaquettes 

1.2.2.1 Pertinence biologique  

Le récepteur du facteur activateur de plaquettes communément appelé 

PAFR est activé par le facteur activateur de plaquettes (PAF), un phospholipide 

pro-inflammatoire, qui est produit par une grande variété de cellules tels les 

neutrophiles, les basophiles, les plaquettes, les macrophages et les cellules B (15, 

19). Le récepteur PAF est exprimé dans les poumons, le placenta, les granulocytes 

différenciés HL-60 (175) ainsi que dans les cellules neuronales (177).  

Ce facteur permet de réguler plusieurs processus biologiques reliés à 

l’inflammation et à la réponse immunitaire. De plus, il est impliqué dans certaines 

conditions pathologiques comme l’asthme, l’anaphylaxie, le psoriasis, le choc 
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endotoxique et l’inflammation causée par des allergènes (15, 69). Il a été 

démontré qu’il joue aussi un rôle au niveau des effets neuropathogéniques causés 

par le VIH (123) 

1.2.2.2 Signalisation 

Le récepteur PAFR est couplé à G�i ainsi qu’à G�q. Lorsque le récepteur 

signale via G�i, des signaux chimioattracteurs et régulateurs sont produits. Tandis 

que, lorsque le récepteur signal via la protéine G�q (ou via la protéine G�i), il 

provoque l’hydrolyse du PIP3 (19). Ces mécanismes jouent un rôle important dans 

les processus de défense du corps humain. Ils permettent, entre autre, d’activer 

une cascade de signalisation qui permettra le recrutement des leucocytes aux sites 

de blessures. En fait, lorsque le facteur activateur de plaquette agit en tant que 

molécule pro-inflammatoire et qu’il est relâché dans le corps, il entraîne la 

migration des neutrophiles des vaisseaux sanguins vers le site infecté (en 

combinaison avec l’aide de l’interleukine-8 et des leukotriènes B4) (67, 111). La 

signalisation via PAFR passe par une grande variété de systèmes d’activation de 

seconds messagers tels que les phospholipases C et D (86, 98), menant au 

relâchement des stocks de calcium présents dans le réticulum endoplasmique. 

Suite à cette stimulation, la �-arrestine est recrutée très rapidement au récepteur 

(42), ce qui entraîne une désensibilisation de PAFR et permet l’activation du 

signalosome des p38 MAPK engendrant une réorganisation du cytosquelette 

d’actine (26, 111). L’activation de la voie de ERK1/2 MAPK par le récepteur 

PAF est indépendante de l’internalisation du récepteur, de sa trans-activation par 

le récepteur de la tyrosine kinase ou de l’activation des protéines G (27). La 

figure 1.4 résume les différentes voies de signalisation énumérées ci-haut. 
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Figure 1.4 : Voies de signalisation du récepteur PAF Le récepteur PAF signale 
via les protéines G�i, G�o et G�q. Sa stimulation provoque l’activation de la voie 
de MAPK, de la PI3K ainsi que la production de facteurs pro-inflammatoire et 
provoque ainsi une réponse inflammatoire ou immunitaire. Les points 
d’interrogation représentent les étapes de signalisation non caractérisées 
(Référence : (69))  

Une revue très complète sur le sujet a été publiée en 2000 par le groupe de 

Shimizu (69). Il est à noter que plusieurs points d’interrogation demeurent au sein 

du schéma présenté à la figure 1.4. Des études plus poussées sur ce récepteur 

devront être conduites afin de mieux comprendre le récepteur PAF et par le fait 

même de mieux traiter les maladies engendrées par son mal fonctionnement. 

1.2.3 Prostaglandines F

1.2.3.1 Pertinence biologique 

Le récepteur des prostaglandines F est aussi connu sous le nom de FP. Il 

fait partie de la famille des RCPGs, son ligand naturel est la prostaglandine F2�
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(PGF2�). Les prostano�des sont des dérivés de lipides générés par le métabolisme 

de l’acide arachidonique par la cyclooxygénase (COX). Le récepteur FP est 

couplé à la protéine G�q et permet donc d’augmenter la quantité de calcium 

intracellulaire (63).  

Le récepteur FP joue des rôles particulièrement importants dans la 

normalisation de la pression intraoculaire, dans la fonction rénale, dans la 

régulation des menstruations ainsi que lors de l’accouchement (63). Il est exprimé 

en très grande quantité dans le tubule distal rénal où il joue un rôle dans le 

transport du sel (16). Des analogues de la prostaglandine F sont utilisés dans le 

traitement du glaucome pour diminuer la pression intraoculaire (68, 154).  

Le PGF2� est sécrété au cours du cycle menstruel par l’endomètre et joue 

un rôle critique dans la reproduction des mammifères (1).  Leur implication dans 

le travail au cours de l’accouchement est aussi très importante. En fait, au cours 

de la grossesse la quantité de récepteurs FP diminue d’environ 45 %, ce qui 

permet une relaxation du muscle myométrial (107). La quantité de récepteurs 

augmente quand le temps du travail est venu, ce qui induit une contraction de 

l’utérus (18). En absence de récepteur FP, l’accouchement n’a pas lieu (153). 

Plusieurs évidences suggèrent que le récepteur FP pourrait jouer un rôle au cours 

de l’accouchement prématuré et des chercheurs tentent de savoir s’il est possible 

de retarder l’accouchement en bloquant la signalisation de ce récepteur à l’aide 

d’inhibiteurs (117).  

1.2.3.2 Signalisation 

Certaines études suggèrent l’existence de voies de signalisation régulées 

par la petite protéine G Rho de façon dépendante ou parfois indépendante de la 

protéine kinase C. Dans le cas de la stimulation indépendante de la protéine 

kinase C, un réarrangement du cytosquelette d’actine en plus de la formation des 
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fibres de stress est observé (129). Chez les bovins, il existe deux isoformes 

d’épissage du récepteur, le FP(A) possède une queue C-terminale plus longue de 

46 acides aminés que le FP(B). Ce dernier possède une queue C-terminale plus 

petite et ayant les 9 derniers acides aminés différents de ceux du FP(A) (128).  

Ces deux récepteurs semblent signaler de manière semblable, mais c’est au 

niveau de la désensibilisation que des différences sont observées (voir figure 1.5) 

(51). Le récepteur FP(B) subit une internalisation constitutive complètement 

indépendante de sa stimulation par un agoniste; tandis que FP(A) est internalisé 

via les vésicules de clathrines suite à sa stimulation par PGF2� et à sa 

phosphorylation par la protéine kinase C (148). Le récepteur FP(B) active la voie 

de signalisation du facteur des cellules T (TCF) et de la �-caténine. Le rôle exact 

de cette dernière molécule n’est pas encore déterminé, mais il pourrait y avoir des 

implications dans le développement du cancer du côlon (49).  
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Figure 1.5 : Voies de signalisation suivant la stimulation par un agoniste des 
récepteurs FP(A) et FP(B) chez le bovin Dans la section de gauche :
L’activation du récepteur FP(A) via PGF2�. Suite à son activation, FP(A) est 
phosphorylé par la PKC et est internalisé via des vésicules de clathrine. Puis il 
active la petite protéine Rho et cause un réarrangement du cytosquelette d’actine. 
Dans la section de droite : L’activation du récepteur FP(B) via PGF2�. Suite à son 
activation FP(B) active la voie de signalisation du facteur des cellules T (TCF) et 
de la �-caténine ce qui entraîne l’expression du gène de la COX-2 (50) 
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1.3 Outils utilisés pour l’étude des interactions protéines/protéines 

1.3.1 Méthodes générales

Plusieurs types d’essais ont été développés par la communauté scientifique 

afin de pouvoir mieux étudier les complexes protéiques et de déterminer quels 

sont les différents partenaires qui sont impliqués dans les voies de signalisation. 

La méthode de co-immunoprécipitation en fait partie. C’est un essai in vitro qui 

est en fait très sélectif et permet de séparer des complexes de protéines des autres 

protéines environnantes. L’avantage principal de cette technique est qu’elle peut 

être effectuée sur des cellules non transfectées, donc sur des protéines endogènes. 

De plus, l’interaction entre les deux protéines prend place dans un contexte 

cellulaire et non in vitro. Par contre, l’interaction détectée n’est pas 

nécessairement directe entre les deux protéines étudiées, elles peuvent faire partie 

d’un plus grand complexe protéique. Aussi, les techniques de solubilisation ou 

d’isolation des membranes plasmiques utilisées lors de l’expérience peuvent 

détruire des interactions protéiques plus faibles, qui ne seront par conséquent pas 

détectées. Il est aussi possible que de nouvelles interactions soient créées lors de 

cette étape engendrant ainsi des artéfacts (pour des revues de la littérature à ce 

sujet voir les références : (9, 64, 127)).  

La technique de microscopie confocale est elle aussi très utilisée et permet 

d’étudier les protéines dans leur environnement naturel, c'est-à-dire à l’intérieur 

même de la cellule. De nos jours, les microscopes sont très performants et 

peuvent servir à imager les protéines en temps réel. Elle permet en fait de voir si 

deux protéines co-localisent l’une avec l’autre (ce qui pourrait suggérer que les 

deux protéines interagissent ensemble). Par contre, rien ne peut affirmer avec 

certitude que les protéines interagissent bel et bien ensemble. Il est donc 

important d’effectuer les bons contrôles pour chacune des expériences réalisées. 
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Des techniques de transfert d’énergie par résonance, comme par exemple 

le BRET et le FRET, ont été développées et sont utilisées depuis plusieurs années 

dans le but d’étudier les interactions entre deux protéines dans des cellules 

vivantes. Ces techniques permettent entre autres de caractériser de façon 

dynamique des voies de signalisation, et ce, dans des conditions physiologiques. 

Une description détaillée de ces techniques est présentée aux sections 1.3.2 et 

1.3.3. Ce qui permet donc de résoudre certains des problèmes rencontrés avec les 

méthodes de co-immunoprécipitation et de microscopie confocale. Par contre, ces 

techniques possèdent elles aussi leur inconvénient, c’est pourquoi il est important 

de prouver à l’aide d’au moins deux méthodes différentes que l’interaction 

observée est bel et bien réelle. 

1.3.2 Transfert d’énergie par résonance

1.3.2.1 FRET 

La première technique de transfert d’énergie par résonance qui fut utilisée 

est celle du FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) qui se base sur le 

transfert d’énergie entre deux fluorophores, un donneur et l’autre accepteur 

d’énergie (71). Les études d’interaction protéine-protéine utilisant la technique de 

FRET peuvent être réalisées de deux manières différentes, soit en utilisant des 

anticorps dirigés contre les protéines à étudier qui sont couplés à des fluorophores 

ou encore en utilisant des protéines de fusion (124). Le spectre d’émission du 

donneur doit se superposer au spectre d’excitation de l’accepteur. Si les deux 

fluorophores se retrouvent à une distance inférieure à 100 Å l’un de l’autre, un 

transfert d’énergie non radiative via une interaction dipôle-dipôle aura lieu entre 

le donneur et l’accepteur. Ce transfert d’énergie, engendré par l’excitation du 

donneur, permettra d’exciter l’accepteur, qui à son tour sera capable d’émettre à 

une longueur d’onde qui lui est propre (revue en (70, 145)). Si les deux protéines 

se retrouvent à une distance supérieure à 100 Å, le transfert d’énergie entre le 

donneur et l’accepteur n’a pas lieu, ainsi aucune émission provenant de 
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l’accepteur n’est détectée (voir figure 1.6). L’efficacité du transfert d’énergie est 

proportionnelle à l’inverse de la puissance six de la distance moléculaire entre le 

donneur et l’accepteur (151, 152). L’orientation du donneur et de l’accepteur l’un 

par rapport à l’autre va aussi affecter le transfert d’énergie. Il est donc possible de 

détecter des changements de conformation entre les deux protéines par des 

modifications dans les ratios obtenus (64). Comme l’orientation du donneur et de 

l’accepteur joue un rôle crucial lors du transfert d’énergie, il est possible que deux 

protéines interagissent ensemble, mais que les fluorophores ne soient pas orientés 

de façon à favoriser ce transfert d’énergie. Cette situation entraîne une mauvaise 

analyse des résultats et nous nous trouvons en présence d’un faux négatif.    

Le choix des couples de fluorophores qui seront utilisés au cours de 

l’expérience est primordial. En fait, ceci est l’étape clé dans la réussite de 

l’expérience. Plusieurs critères de sélection doivent être pris en considération 

comme par exemple : l’expression, la luminosité, la photostabilité et 

l’oligomérisation (à éviter) de la protéine fluorescente utilisée. L’environnement 

ne devrait pas non plus affecter le comportement de cette protéine. De plus, la 

combinaison des deux protéines utilisées pour l’expérience devrait être choisie en 

fonction d’un « crosstalk » minimal entre leurs canaux d’émission et d’excitation 

(146). 
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Figure 1. 6 : Schéma représentant les réactions de FRET et de BRET Dans le 
cas du FRET, une excitation par une source lumineuse (de longueur d’onde 
appropriée)  est nécessaire à l’excitation du donneur (D). Si D est à une distance 
inférieure à 100 Å de l’accepteur (A) un transfert d’énergie non radiative aura lieu 
entre D et A. Si la distance qui sépare les deux protéines est supérieure à 100 Å 
aucun transfert d’énergie n’aura lieu. Dans le cas du BRET le D est une protéine 
bioluminescente, la luciférase et c’est l’oxydation de son substrat qui permettra de 
produire l’énergie qui sera transférée entre le donneur et l’accepteur (64) 
  

1.3.2.2 BRET 

C’est en 1999 que le BRET (Bioluminescence resonance energy transfer) 

fut pour la première fois utilisé pour l’étude d’interaction protéine-protéine chez 

les bactéries (174). Ce fut un an plus tard que le laboratoire du Dr Michel Bouvier 
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reprit cette technique et l’appliqua à l’étude des RCPGs, en étudiant la formation 

d’homodimère du récepteur �2AR (3).  

La technique du BRET est basée sur les mêmes principes que le FRET, 

mais le donneur (le fluorophore) est remplacé par une protéine bioluminescente, 

comme par exemple la luciférase. La luciférase catalyse l’oxydation d’un substrat 

ce qui engendre la production de bioluminescence (revue en : (60, 167)). C’est 

cette lumière qui produit l’énergie transférée entre le donneur et l’accepteur via 

l’interaction dipôle-dipôle. Il existe deux substrats différents de la Rénilla 

luciférase (RLuc) couramment utilisés pour les expériences de BRET : la 

Coelenterazine H, qui a un maximum d’excitation situé à 475 nm et qui est 

employée dans les expériences de BRET1 et le DeepBlue C (ou la Coelenterazine 

400 A) qui a un maximum d’excitation de 400 nm et qui est utilisée pour les 

expériences de BRET2 (consulter figure 1.7 et revues de la littérature en : (7, 64)). 

Dans ce cas-ci, le donneur est donc une protéine de fusion couplée à la luciférase 

tandis que l’accepteur peut être soit une protéine de fusion, ou encore un anticorps 

dirigé contre la protéine à étudier couplé à un fluorophore, comme dans le cas du 

FRET.  

Chacun des types de BRET décrits précédemment possède ses avantages. 

Par exemple, le BRET2 présente une meilleure séparation entre les pics 

d’émission du donneur et de l’accepteur ce qui permet de diminuer le bruit de 

fond. Cependant, le substrat utilisé lors des essais de BRET2 s’oxyde très 

rapidement, il est donc difficile d’effectuer plusieurs échantillons à la fois et le 

signal obtenu est de plus faible intensité. Tandis que pour les expériences de 

BRET1, le substrat employé ne s’oxyde pas très rapidement et les ratios produits 

sont stables sur une plus longue période (jusqu’à une heure) (7, 64, 125).  
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Figure 1. 7 : Différence entre les techniques de BRET1 et de BRET2  Dans le 
cas du BRET1 c’est la Coelenterazine H, qui possède un maximum d’excitation de 
475 nm, qui est utilisée. Suite à l’oxydation du substrat par la RLuc, il y aura 
production de bioluminescence. Cette lumière produira l’énergie qui sera 
transférée via une interaction dipôle-dipôle du donneur à l’accepteur. L’accepteur 
est en général la protéine GFP ou encore la protéine Venus le signal d’émission 
captée se situe autour de 530 nm. Dans le cas du BRET2 c’est la Deep Blue C (ou 
la Coelenterazine 400A), qui possède un maximum d’excitation de 400 nm, qui 
est utilisée. Suite à l’oxydation du substrat par la RLuc, il y aura production de 
bioluminescence. Cette lumière produira l’énergie qui sera transférée via une 
interaction dipôle-dipôle du donneur à l’accepteur. L’accepteur est en général la 
protéine GFP10 qui émet à une longueur d’onde située autour de 510 nm. Il est à 
noter que si les deux protéines d’intérêts ne se retrouvent pas à une distance 
inférieure à 100 Å l’une de l’autre, le transfert d’énergie n’aura pas lieu et aucun 
signal de BRET ne sera détecté. Ceci s’applique tant au BRET1 qu’au BRET2

(Référence : (7)). 

Les techniques de BRET et de FRET ont chacune leurs avantages. 

L’avantage majeur du FRET est qu’il permet d’étudier les interactions protéine-

protéine au niveau sub-cellulaire et ce, dans une cellule vivante, à l’aide d’un 

microscope (169). Comme la fluorescence émise par un laser est en général 

supérieure à la luminescence, la résolution spatiale est plus claire dans les essais 
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de FRET que dans ceux de BRET (130). Il est à noter qu’une étude récente, 

utilisant le BRET comme technique, a montré qu’il était possible de faire de 

l’imagerie par microscopie dans une cellule vivante ou encore dans un petit 

organisme vivant (36). Le principal avantage du BRET par rapport au FRET est 

que le donneur n’a pas besoin d’être excité par une source de lumière 

monochromatique. L’utilisation de cette source lumineuse peut entraîner 

l’excitation de l’accepteur et complique donc l’interprétation des résultats, en plus 

d’engendrer des phénomènes comme l’autofluorescence des cellules ainsi que le 

« photobleaching » (7). De plus, le ratio signal/bruit est plus élevé dans les 

expériences de BRET, puisque l’autoluminsence des cellules est généralement 

très faible (130). Le BRET permet aussi d’effectuer des études in vivo en temps 

réel (52). Le BRET est donc une technique polyvalente dans l’étude des 

interactions dynamiques entre les protéines dans un contexte cellulaire (7, 64). 

Au cours des années, les techniques de RET devinrent populaires et sont 

maintenant de plus en plus acceptées par la communauté scientifique. Cependant, 

comme toutes les techniques, elles possèdent leurs inconvénients et les résultats 

obtenus peuvent être engendrés par des artéfacts. Afin d’éviter ce phénomène, il 

est crucial de choisir les bons contrôles négatifs, d’effectuer des essais de 

compétition avec des récepteurs non étiquetés et de produire des courbes de 

saturation (7).  

1.3.3 L’étiquette SNAP

L’étiquette SNAP est une nouvelle technologie développée par la 

compagnie Covalys. Cette étiquette est, en fait, basé sur l’acylguanine-ADN-

acyltransférase (AGT) humaine. L’AGT est une protéine nucléaire permettant de 

réparer les brins d’ADN alkylés, ce n’est pas une enzyme, mais la réaction est 

effectuée une seule fois, de manière covalente et est irréversible en conditions 

physiologiques. L’étiquette SNAP, qui a un poids moléculaire de 22 kDa, est une 
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AGT qui a été modifiée de façon à ne plus avoir de localisation préférentielle au 

noyau, à ne plus interagir avec l’ADN et qui possède une réactivité augmentée 

pour les substrats de faible poids moléculaire (74, 79, 130, 159). Les substrats 

développés par la compagnie Covalys sont liés avec le 6-benzylguanine (BG), qui 

a la capacité d’interagir chimiquement avec l’AGT modifiée ce qui permet de lier 

de manière covalente un substrat à l’étiquette SNAP. Pour plus de détails 

concernant la réaction chimique, voir figure 1.8.  Des études ont démontré que 

l’efficacité de réactivité entre le BG et l’étiquette SNAP n’est pas affectée par la 

nature du substrat relié à ce BG et que cette technique peut être réalisée dans 

différents organismes tels les bactéries, les levures et les cellules de mammifères 

(dépendamment de la perméabilité du substrat aux différentes membranes) (78).  

Figure 1.8 : Réaction chimique entre l’étiquette SNAP et son substrat BG La 
cystéine 145 réagit avec le substrat 6-benzylguanine. Ce qui engendre la 
production d’une guanine libre ainsi que d’un dérivé benzyle du marqueur attaché 
par une liaison covalente à l’étiquette SNAP (159) 

L’avantage le plus important de la technologie SNAP est qu’elle permet de 

marquer la même construction avec des substrats différents. De cette façon, il est 

possible de cloner une seule protéine qui sera ensuite marquée avec des 

fluorophores de couleurs différentes (77). Certains des fluorophores disponibles 
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sont perméables à la membrane plasmique tandis que d’autres ne le sont pas. 

Ainsi, les protéines intra- et extracellulaires peuvent être marquées de façon 

différentielle. Par conséquent, il est possible d’étudier les récepteurs dans le temps 

et dans l’espace lorsqu’ils transitent dans la cellule, d’étudier la synthèse de novo

récepteur ainsi que l’internalisation engendrée par des agonistes et ce pendant 

plusieurs heures (79).  

De plus, l’étiquette SNAP peut être utilisée lors d’essais de co-

purification. Dans ce cas-là, c’est le substrat BG-biotine qui est employé. Des 

billes de strepatvidine permettront de récupérer la protéine SNAP-biotine ainsi 

que les protéines qui interagissent avec celle-ci. Ce substrat biotine peut aussi 

servir à purifier la protéine SNAP. La protéine pure pourra ensuite être utilisée 

lors d’études de protéomique. Il est à noter qu’il existe un substrat permettant de 

détecter les protéines directement dans un gel de polyacrylamide en présence de 

SDS (SDS-PAGE) sans avoir à faire de transfert sur une membrane de 

nitrocellulose et sans l’utilisation d’anticorps (159). La liste complète des 

substrats BG est disponible sur le site Internet de la compagnie Covalys : 

www.covalys.com. 

En résumé, l’étiquette SNAP est très utile puisqu’elle permet de marquer 

la même construction avec différents substrats, ce qui la rend très polyvalente et 

diminue le nombre de constructions à générer. Par contre, c’est une étiquette de 

grande dimension (22 kDa) qui peut affecter le comportement naturel de la 

protéine marquée et qui nécessite de travailler en surexpression (avec des cellules 

transfectées). De plus, il est impossible de marquer différemment deux 

constructions distinctes dans la même cellule.  
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1.4 Hypothèse et objectifs 

1.4.1 Développement d’un outil multi-stratégique pour les études des 

interactions protéines-protéines 

La caractérisation complète des voies de signalisation des RCPGs sera 

cruciale dans le développement de la prochaine génération de cibles 

thérapeutiques. Il semble qu’en plus de cibler le site de liaison du ligand, situé à la 

membrane plasmique, il serait important de penser à cerner les récepteurs sur 

d’autres compartiments membranaires. Pour ce faire, les interactions menant à la 

formation des complexes de signalisation doivent être considérées comme de 

nouvelles approches dans le design et la génération de thérapies ayant moins 

d’effets secondaires (132). Des études récentes ont démontré que le complexe 

primaire de signalisation des RCPGs peut se former avant que chacune de ses 

composantes individuelles ne soit acheminée à leurs sites d’action. La formation 

du complexe semble prendre place au cours de la biosynthèse des protéines 

impliquées et des évidences suggèrent qu’il est même formé dans des 

compartiments membranaires internes comme le réticulum endoplasmique (44). 

Cependant, pour atteindre cet objectif, il est important de mieux comprendre 

comment l’assemblage et l’acheminement de ces complexes prennent place dans 

une cellule vivante. 

Plusieurs outils ont été développés, afin de faciliter l’étude de la formation 

de ces complexes de signalisations. Ces derniers sont basés sur des étiquettes 

d’affinités et des épitopes qui permettent ainsi l’identification et la purification 

des protéines impliquées. De plus grandes étiquettes ont aussi été développées 

pour des stratégies d’imagerie telles que le BRET et le FRET. Un outil multi-

fonctionnel, fondé sur une seule étiquette, ayant la capacité d’être utilisé au cours 

de différentes expériences, pourrait grandement faciliter et accélérer ces études. 

L’étiquette SNAP est possiblement le candidat idéal puisque grâce à sa 

polyvalence, il peut être employé dans une très grande variété d’expériences telles 
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que le FRET, le BRET, l’imagerie par microscopie confocale ou encore la 

purification de protéines. Une construction du récepteur β2AR possédant une 

étiquette SNAP en C-terminal a été réalisée (HA-β2AR-SNAP). Plusieurs études 

ont été réalisées afin de s’assurer que son expression, sa capacité à lier un ligand, 

à atteindre la membrane plasmique et à homodimériser n’est pas altérée. 

L’aptitude de cette construction à agir en tant qu’accepteur de BRET lorsque 

utilisée en combinaison avec les substrats appropriés est analysée dans ce 

mémoire.  

1.4.2 Optimisation des outils pour le criblage des nouveaux ligands pour les 

récepteurs PAF et FP

Certains récepteurs, tels que le FP et le PAF jouent des rôles importants 

dans la fonction biologique chez l’homme et peuvent être impliqués dans 

certaines pathologies comme l’accouchement prématuré (FP), l’asthme (PAFR) et 

l’inflammation due à la présence d’allergènes (PAFR). Les complexes de 

signalisation de ces récepteurs sont peu ou pas caractérisés. Afin de trouver des 

traitements novateurs entraînant moins d’effets indésirables que ceux 

actuellement présents sur le marché, il est important de comprendre le 

fonctionnement de base de ces récepteurs. Dans le but de mieux définir les 

complexes de signalisations impliqués, des études sur les interactions entre les 

protéines G et le récepteur seront réalisées à l’aide de la technologie du BRET. La 

capacité de ces récepteurs à homodimériser ainsi qu’à hétérodimériser sera elle 

aussi étudiée à l’aide du BRET. Ces informations pourront par la suite être 

utilisées dans le développement de nouveaux ligands ainsi que dans le traitement 

de plusieurs maladies générées par ces récepteurs. 



2 Matériel et Méthodes : 

2.1 Anticorps et réactifs 

2.1.1 Construction d’ADN complémentaire

Les étiquettes provenant des vecteurs de : Renilla luciferase- (Rluc), 

protéine fluorescente verte 10 (GFP10)- (BRET2), protéine fluorescente verte 

augmentée (eGFP)- (BRET1) (Perkin-Elmer Life Analytical and Sciences), 

Venus- (Laboratoire Dr Michel Bouvier) (43, 45, 133) ou SNAP- (vecteur 

pSEMS1-25m (Covalys)) ont été utilisés afin d’obtenir des constructions de 

différents acides désoxyribonucléiques (ADN) complémentaires (ADNc).  

2.1.2 Réactifs de culture cellulaire, transfection et préparation des cellules

Milieu de culture Dulbecco’s modified Eagle’s medium 1 x (DMEM, 

Gibco, Invitrogen) avec une teneure élevée en glucose comprenant soit : 10 % de 

sérum fœtal bovin (FBS) (HyClone, TekniScience et Fisher Scientific) ainsi que 

100 U/ml et 100 µg/ml de Penicillin/Streptomycin (Gibco, Invitrogen) 

respectivement ou 2.5 % de FBS ou sans aucun FBS. Agent chimique de 

transfection : polyetylenimine (PEI) (Polyscience, Cedarlane) dissout dans l’eau à 

une concentration de 1 mg/mL. Cellules embryonnaires de reins humaines 293 à 

croissance rapide (HEK 293) (HEK-293-F, Invitrogen). Tampon salin à base de 

phosphate (PBS) 1 x fait à partir d’une solution stock de 10 x : 1.37 M NaCl, 0.1 

M Na2HPO4, 26.8 mM KCl, 17.6 mM KH2PO4 (Sigma) à pH 7.4 et autoclavé. 

Ces solutions sont conservées à la température de la pièce (TP).  
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2.1.3 Anticorps primaires

L’anticorps monoclonal dirigé contre l’étiquette hémagglutinine (HA) a 

été obtenu de la compagnie Covance, celui dirigé contre l’étiquette RLuc a été 

obtenu de la compagnie Chemicon. L’anticorps polyclonal dirigé contre les 

protéines kinases activées par un signal extracellulaire (ERK) phosphorylées 

(anti-phospho ERK, p44/42) provient de la compagnie Cell Signaling et celui 

contre le total ERK,  vient du laboratoire du Dr Bruce G. Allen. 

2.1.4 Anticorps secondaires 

Des anticorps secondaires de souris et de lapin couplés à l’enzyme 

perxoxydase de raifort (HRP) ainsi que les billes d’agaroses couplées à des anti-

immunoglobulines (IgG) de souris ont été obtenues de la compagnie Sigma. 

L’anticorps secondaire de souris couplé au fluorophore Alexa 555 a, quant à lui, 

été obtenu de la compagnie Invitrogen.  

2.1.5 Substrat 6-benzylguanine

Le substrat BG-430 (Covalys) a été dissous dans du dimethyl sulfoxide 

(DMSO) (Sigma) à une concentration finale de 1 mM et a été conservé à – 20 °C 

en étant protégé de la lumière (cette solution devrait être stable pour une période 

de 6 mois). La solution de travail, d’une concentration variant entre 0.5 et 5 µM a, 

quant à elle, été préparée dans du DMEM contenant 10 % de FBS (la solution de 

substrat BG diluée devrait être utilisée dans l’heure suivant sa préparation et 

protégée de la lumière). 
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2.1.6 BRET

L’instrument Fusion de la compagnie Packard (Perkin-Elmer Life and 

Analytical Sciences), utilisant des filtres d’émissions de type “band pass” de 

410/80 nm (RLuc) et 515/35 nm (GFP10) pour les expériences de BRET2 ainsi 

que des filtres d’émissions de 450/58 nm (RLuc) et de 480/LP nm (eGFP) pour 

les expériences de BRET1 ont été utilisés. Afin de contrôler la fluorescence, les 

filtres d’excitations de 425/20 nm (BRET2) ou de 475/20 nm (BRET1) et le filtre 

d’émission de 515/35 nm (BRET2 et BRET1) devraient être utilisés. Le filtre 

d’excitation  de 425/30 nm et celui d’émission de 480/LP nm ont été utilisés pour 

les lectures de la fluorescence des échantillons SNAP. Pour les expériences de 

BRET-SNAP, les filtres d’émissions 410/80 nm et 480/LP nm (BG-430) ont été 

utilisés. Des microplaques 96-puits blanches (optiplate blanche; Perkin-Elmer 

Life and Analytical Sciences), la Coelenterazine 400 A (Biotium, 1 mM) pour les 

expériences de BRET2 ainsi que celles utilisant le BG-430 et la Coelenterazine H 

(Molecular Probe, 1 mg/ml) pour les expériences de BRET1 (ces poudres sont 

reconstituées dans de l’éthanol 100 % et conservés à – 20 °C, en petits aliquots 

protégés de la lumière) ont aussi été utilisés au cours des expériences de BRET.  

2.1.7 Autres réactifs

Toutes les solutions ont été préparées à partir d’eau de grade nano pure 

ayant une résistance de 18.2 M�-cm. À moins d’indications contraires, les 

réactifs chimiques ont été obtenus de la compagnie Sigma Aldrich. Le cocktail 

d’inhibiteur de protéase (PI, 1000 x) est une solution stock composée de : 10 

µg/mL benzamidine, 5 µg/mL, leupeptin, 5 µg/mL d’inhibiteur de trypsine de 

soja. La solution stock devrait être aliquotée en petit volume et conservée à – 20 

°C. Les cycles de congélation/décongélation devraient être évités. Le réactif de 

chemiluminescence augmentée (ECL), les Films Kodak BioMax Light ainsi que 

le 125I-cyanopindolol (125I-CYP) ont été obtenus de la compagnie PerkinElmer 
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Life Sciences. Le tris (trishydroxyméthylaminométhane), le PMSF 

(phénylméthanesulfonyl fluorure), le SDS (sodium dodécylsulfate) et le DTT 

(dithiotréitol) proviennent de la compagnie Roche. Le sérum normal de chèvre 

(NGS) provient de la compagnie Bio/Can Scientifique. Le lait en poudre sans gras 

vient de chez Carnation. Le HCl et l’EDTA (acide éthylène-diamine-

tétraacétique) viennent de la compagnie Fisher Scientific. Le réactif de Bradford, 

le bis-acrylamide, les membranes de nitrocellulose 0.2 µM proviennent de chez 

BioRad. Tandis que l’acrylamide et l’acrylamide liquide commercial 40 % (29 : 

1) nous viennent de chez J.T. Baker, TeckniScience.  

2.2 Sous-clonage moléculaire 

Le récepteur HA-β2AR a été utilisé comme décrit précédemment (52, 92). 

Cette construction a été amplifiée par réaction en chaîne de la polymérase (PCR) 

en utilisant l’oligonucléotide sens (5’-ATAGAATTCATGTACCCATAC 

GACGTC-3’) et l’oligonucléotide (5’-TATGAATTCCAGCAGTGAGTCATT 

TGA-3’) en anti-sens. Le produit résultant de cette réaction a ensuite été sous-

cloné dans le plasmide pSEMS1-26m en utilisant le site de restriction de l’enzyme 

EcoR1. Cette construction a été confirmée par séquençage bidirectionnel. 

Tout d’abord, une étiquette cMyc a été créée par oligohybridization et 

ensuite introduite au vecteur pIREShyg3 (BD Bioscience, Clonetech) en utilisant 

les sites de restrictions de Nhe1 et de BamH1. Par la suite, la protéine 

luminescente RLuc a été sous-clonée dans le vecteur en utilisant les sites de 

BamH1 et Bstx1. Les récepteurs FP et PAFR ont été introduits dans le vecteur 

pIREShyg3-cMyc-RLuc (entre le cMyc et le RLuc) linéarisé avec l’enzyme de 

restriction BamH1 selon une recombinaison de type In-Fusion. Le produit 

résultant a été caractérisé par séquençage bidirectionnel. 
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Une étiquette HA a été créée par oligohybridization et ensuite introduite 

au vecteur pIRESpuro3 (BD Bioscience, Clonetech) en utilisant les sites de 

restriction de Nhe1 et BamH1. La protéine fluorescente Venus a été sous-clonée 

dans le vecteur en utilisant les sites de restriction BamH1 et BstX1. Les récepteurs 

FP et PAFR ont été introduits dans le vecteur pIRESpuro3-HA-Venus (entre le 

HA et le Venus) linéarisé avec l’enzyme de restriction BamH1 selon une 

recombinaison de type In-Fusion. Le produit résultant a été caractérisé par 

séquençage bidirectionnel. 

2.3 Culture cellulaire  et transfection 

Les cellules HEK 293 ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM 

avec une teneure élevée en glucose complet (comprend : 10 % de FBS ainsi que 

les antibiotiques Penicillin/Streptomycin) et ont été incubées à 37 °C en présence 

de 5 % CO2. 

 Les cellules ont été cultivées dans des flacons de 75 cm2 pour les 

expériences d’expression, de liaison du ligand, de co-immunoprécipitation et dans 

des plaques de 6 puits pour les essais de marquage avec le substrat BG, les 

expériences de BRET, de stimulation des MAPKs et de microscopie confocale. 

Vingt-quatre heures avant la transfection, les cellules ont été préparées de façon à 

atteindre 50 % de confluence la journée de la transfection (elles devraient se 

trouver entre 40 et 60 % de confluence pour pouvoir être transfectées).  

Les transfections ont été effectuées à l’aide de l’agent chimique PEI. Pour 

chaque flacon de 75 cm2 transfecté, 5 µg de chaque type d’ADN ont été utilisés et 

dilués dans 500 µL de DMEM sans sérum. Quinze µg de PEI (ratio PEI/ADN : 3 : 

1) ont été dilués dans un autre 500 µL de DMEM sans sérum. L’ADN et le PEI 

dilué ont par la suite été combinés, mélangés par inversion et incubés durant 15 

minutes à TP. Ce mélange de PEI et d’ADN a été ajouté à des cellules contenant 
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du milieu de culture DMEM complété avec 2.5 % de FBS. Ces cellules ont été 

incubées pour une période de 24 heures dans un incubateur à 37 °C en présence 

de 5 % de CO2. Par la suite, le milieu de culture a été changé pour du DMEM 

complémenté avec 10 % de FBS ainsi que les antibiotiques 

Penicillin/Streptomycin. Quarante-huit heures post-transfection les expériences 

ont été effectuées. Pour ce qui est des transfections effectuées dans des plaques 6 

puits, elles ont été réalisées exactement comme décri pour les flacons de 75 cm2

mais en utilisant 1 µg de chaque ADN et 3 µg de PEI dilué dans 100 µL de 

DMEM sans sérum. Il est à noté que la quantité totale d’ADNc transfectées doit 

être constante d’un puit à l’autre, au cours d’une même expérience.   

2.4 Immunobuvardage de type western 

2.4.1 Préparation membranaire

Quarante-huit heures post-transfection les cellules ont été lavées deux fois 

avec du PBS. Elles ont, par la suite, été re-suspendues dans 1 mL de tampon de 

lyse froid (5 mM Tris-HCl pH 7.4, 2 mM EDTA, PI 1 x). Les cellules ont été 

homogénéisées sur glace à l’aide d’un polytron (cycle de 2 x 10 sec à 10 000 

RPM) puis centrifugées à 400 x g, 10 min à 4 °C. Le surnageant a été centrifugé à 

45 000 x g pour une période de 20 min à 4 °C. Le culot de membrane a été 

finalement re-suspendu dans 1 mL de tampon froid contenant 75 mM Tris-HCl 

pH 7.4, 2 mM EDTA, 12.5 mM MgCl2. Ces préparations membranaires ont été 

utilisées pour les analyses par immunobuvardage de l’expression de la 

construction HA-β2AR-SNAP ainsi que pour les essais de liaison d’un ligand 

radiomarqué. 

2.4.2 Solubilisation des préparations membranaires

Quarante-huit heures post-transfection, une préparation membranaire a été 

réalisée. Ces membranes ont été par la suite solubilisées selon ce protocole. Plutôt 
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que de re-suspendre les membranes dans le tampon froid contenant 75 mM Tris-

HCl pH 7.4, 2 mM EDTA, 12.5 mM MgCl2, le culot de membranes a été re-

suspendu dans 1 mL de tampon froid RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA (acide éthylène-glycol-tétraacétique), 1 % NP-

40, 0.1 % SDS, 0.5 % sodium deoxycholate, PI 1 x, 1 mM PMSF). Ce lysat 

cellulaire a été homogénéisé avec 20 coups de piston d’un homognéiseur Dounce 

et solubilisé pendant 1 h à 4 °C. Les échantillons ont été clarifiés par une 

centrifugation à 16 000 x g à 4 °C pour une période de 20 min. Le surnageant 

obtenu a été utilisé lors des expériences de co-immunoprécipitation. 

2.4.3 Dosage de protéines

Dans des cuvettes (semi-micro cuvette PS, Sarstedt) contenant 800 µL 

d’eau nano pure, une courbe d’étalonnage, a été préparée en duplicata, de 0, 2, 4, 

6, 8 et 10 µg/mL en utilisant du sérum d’albumine bovin (BSA). Des cuvettes (en 

triplicata) contentant de 1 à 10 µL de l’échantillon de concentration à déterminer 

ont aussi été préparées. Deux cents µL de réactif de Bradford ont été ajoutés à 

chacune des cuvettes puis celles-ci ont été mélangées par inversion. La lecture a 

été prise à l’aide d’un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 595 nm.  

2.4.4 Immunobuvardage de type Western

Du matériel provenant de préparation membranaire et de la co-

immunoprécipitation a été dilué dans du tampon Laemmli 4 x (500 mM Tris-HCl 

pH 6.8, 10 % SDS, 2 M de �-mercaptoéthanol, 120 µM de sucrose, 4 mM 

d’EGTA et quelques grains de bleu de bromophénol) puis a été chauffé à 100 °C 

pendant 5 minutes. Cette solution a, par la suite, été déposée sur une 

électrophorèse sur gel SDS-PAGE de 7 à 10 %, selon le poids moléculaire des 

protéines à séparer, puis transférée sur une membrane de nitrocellulose. Les 

membranes ont été incubées dans 5 % (poids/volume) de lait en poudre sans gras 
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dans du PBS ou dans tu tampon salin à base de Tris (TBS) (composé de : 25 mM 

Tris-HCl pH 7.5 et de 150 mM de NaCl) contenant 0.1 % de Tween-20 (PBST ou 

TBST) pour une période d’une heure à la température de la pièce. Une incubation 

pour toute la nuit à 4 °C avec l’anticorps primaire (indiqué à chaque figure) dilué 

dans 5 % de lait en poudre dans le PBST/TBST a été effectuée. Suite au retrait de 

l’anticorps primaire, la membrane a été lavée (3 x 10 min) avec du PBST (TBST, 

selon le cas) puis a été incubé pendant une heure avec l’anticorps secondaire 

(dilution indiquée à chaque figure) correspondant (anti-souris, anti-lapin) couplé à 

la HRP dilué dans 5 % de lait en poudre dans le PBST/TBST. La membrane a été 

lavée une dernière série de 4 x 10 min avec PBST (ou TBST selon le cas). Les 

complexes immuns ont été visualisés par chemiluminescence augmentée sur des 

films Kodak BioMax Light. 

2.4.5 Décapage (Stripping) des anticorps

La membrane de nitrocellulose a été incubée en présence de 0.2 M de 

NaOH (2 x 10 min). Puis, la membrane elle a été lavée (2 x 10 min) avec du 

PBST ou du TBST,  puis bloquée pendant 1 h dans 5 % (poids/volume) de lait en 

poudre sans gras dans du PBST ou du TBST. Un nouvel anticorps primaire a 

ensuite été incubé, toute la nuit avec la membrane et l’IB a lieu comme indiqué ci-

haut. 

2.5 Immunoprécipitation 

Quarante-huit heures post-transfection une solubilisation des préparations 

membranaires a été effectuée selon le protocole décrit plus haut. Un anticorps 

monoclonal dirigé contre l’épitote HA (10 µg) a été ajouté à 500 µL de protéines 

solubilisées et ce mélange a été incubé toute la nuit sous faible agitation à 4 °C. 

Cent µL de billes d’agaroses couplées à des anti-IgG de souris ont par la suite été 

ajoutés à la solution. Une incubation de 3 h à 4 °C sous agitation s’en en suivi. 



45

Suite à des lavages répétés avec le tampon RIPA, les complexes immuns liés aux 

billes d’agarose ont été élués à l’aide de 25 µL de tampon Laemmli 1 x contenant 

100 mM de DTT et 0.8 M de β-mercaptoethanol et chauffés à 100 °C pendant 5 

min. Vingt-cinq µL de tampon Laemmli 1 x contenant 4.5 M d’urée ont ensuite 

été ajoutés au mélange et cette solution a été incubée 30 min à la température de 

la pièce. Les échantillons obtenus ont été chargés sur un gel de polyacrylamide de 

type SDS-PAGE et l’immunobuvardage de type western a été réalisé en utilisant 

l’anticorps primaire anti-Luciférase de souris (1 : 1000) et un anti-IgG de souris 

couplé à la HRP (1 : 20 000) comme anticorps secondaire. 

2.6 Essai de liaison de ligand radiomarqué 

Quarante-huit heures post-transfection des préparations membranaires ont 

été effectuées selon le protocole décrit précédemment. Ces préparations 

membranaires ont été dosées comme expliqué antérieurement (41) afin de 

déterminer la quantité de protéines présentes. La liaison du ligand hydrophobique 
125I-CYP a été utilisée pour déterminer le nombre total de récepteurs, tandis que 

10 µM d’alprénolol a été utilisé afin de déterminer la quantité de liaisons non 

spécifique. Ces manipulations ont été effectuées à la température ambiante et les 

cellules ont été incubées avec le ligand 125I-CYP pour une période de 90 minutes 

et par la suite, filtrées avec le collecteur de cellules de type Brandel.  

2.7 Marquage avec le substrat 6-benzylguanine 

Ces expériences peuvent être réalisées dans un environnement non stérile. 

Le marquage avec le substrat BG a été effectué selon les directives fournies par la 

compagnie Covalys (voir protocole du SNAP-cell 430 Starter Kit (32)). Le 

substrat BG a été utilisé à une concentration finale variant entre 2 et 5 µM 

(indiqué sous chaque figure). Le substrat BG dilué dans du DMEM à haute teneur 

en glucose contenant 10 % de FBS a été incubé avec les cellules pour une période 
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de 15 min à 37 °C en présence de 5 % de CO2 (600 µL de solution de marquage 

sont nécessaires pour chaque puits de 35 mm ou 200 µL pour chaque lamelle de 

microscopie confocale).  

Par la suite, les cellules ont été lavées (2 x) avec du DMEM à haute teneur 

en glucose supplémenté avec 10 % de FBS, puis le milieu a été changé une fois de 

plus pour un 30 minutes d’incubation à 37 °C. Il est important de mentionner que 

les lavages doivent être effectués doucement afin d’éviter que les cellules ne se 

détachent. Puis, les cellules ont été lavées une fois avec du DMEM, 10 % FBS, 

afin d’enlever tout le substrat BG n’ayant pas réagit (si un lavage supplémentaire 

est indiqué, il signifie que suite à ce lavage le milieu a été changé pour du DMEM 

10 % FBS puis incuber pendant 30 minutes à 37 °C en présence de 5 % de CO2

avant les lavages avec le PBS 1 x). Ensuite, les cellules ont été lavées 2 x avec du 

PBS 1x froid. Ces cellules marquées au substrat BG ont par la suite été re-

suspendues dans 90 µL de PBS froid 1 x et lues à l’aide d’un lecteur de 

microplaque Fusion. Le chromophore BG-430 a été excité à 425 nm (filtre 425/30 

nm) (pic d’excitation : 421 nm) et la lecture de l’émission a été prise à 480 nm 

(filtre 480/LP nm) (pics d’émission du BG-430: 444 et 484 nm).  

2.8 BRET 

Un protocole détaillé et complet sur le BRET comme outils de détection 

pour les interactions protéine-protéine est sous presse et sera publié dans la 

deuxième édition du livre Bioluminescence (138). Il peut être intéressant de le 

consulter lors de l’élaboration d’une expérience. 

Des cellules HEK 293 ont été co-tranfectées avec des vecteurs exprimant 

soit une étiquette de type GFP10, eGFP, Venus ou encore SNAP et la protéine de 

fusion RLuc pertinente. À partir de maintenant, les expériences peuvent être 

réalisées dans un environnement non stérile. Quarante-huit heures post-
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transfection, les cellules transfectées avec les protéines GFP ou Venus ont été 

récoltées puis lavées 2 x avec du PBS 1 x tandis que les cellules transfectées avec 

les constructions SNAP ont été marquées (avec 0.5, 2 ou 5 µM de BG-430), 

lavées et re-suspendues comme mentionné précédemment. Quatre-vingt dix µL 

des cellules récoltées pour chaque condition de transfection ont été transférés dans 

une microplaque 96 puits blanche.  

2.8.1 Considération préliminaire

Quelques informations doivent être prises en considération avant 

d’effectuer un essai BRET. Il est tout d’abord, très important d’ajouter des 

contrôles positifs et négatifs pertinents afin de bien analyser la signification des 

ratios de BRET obtenus. Un  bon contrôle négatif, devrait en fait être composé de 

la protéine d’intérêt combinée avec une protéine connue comme n’interagissant 

pas avec cette première et étant exprimée au même niveau et dans le même 

compartiment cellulaire que la protéine qu’elle remplace. Ainsi, le ratio de BRET 

obtenu découle du bruit de fond. Un bon contrôle positif devrait être composé de 

deux protéines connues comme interagissant ensemble permettant ainsi de 

prouver que l’expérience est fonctionnelle. 

Il est à noter que la magnitude de l’essai BRET varie selon l’appareil 

employé pour la prise de lecture ainsi que selon les partenaires d’interactions 

utilisés au cours de la manipulation. Les résultats présentés ici ont été montrés en 

utilisant un axe des Y facilitant leurs analyses.  

Afn de s’assurer de la validité des interactions BRET détectées au cours 

d’une expérience, il est important d’effectué des tests de saturation et de 

compétition. Ces essais permettront de conclure si nous nous trouvons en 

présence d’une interaction réelle ou d’artéfacts. Pour plus d’information sur ces 

expériences consulté l’article publier par le groupe du Dr Couturier (7). 
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2.8.2 BRET1

Pour les expériences utilisant la technologie du BRET1 le substrat, la 

Coelenterazine H, a été utilisée à une concentration finale de 0.2 ng/µL pour 

chaque échantillon (dilution de la solution stock 1 mg/mL 1 :500 dans du PBS 1 

x, ajoute 10 µL de cette solution de substrat dilué par puits). Cette solution doit 

être protégée de la lumière et conservée à la température de la pièce pour la durée 

de l’expérience et jetée à la fin de la manipulation. Les signaux obtenus ont été 

récoltés sur l’instrument Fusion de la compagnie Packard. Les filtres qui ont été 

utilisés lors de ces lectures sont : les filtres de type « band pass » 450/58 nm pour 

la luciférase et 480/LP pour le eGFP ou le Venus. Certaines expériences ont aussi 

été conduites en utilisant les filtres de type « band pass » 535/25 nm pour le eGFP 

Les signaux de BRET1 ont été déterminés par le ratio de la lumière émise captée 

par le filtre 450/58 (la luciférase) et le filtre 480/LP (GFP ou Venus). Afin de 

contrôler la fluorescence, le filtre d’excitation de 475/20 nm en combinaison avec 

le filtre d’émission de 515/35 nm devraient être utilisés. 

2.8.3 BRET2

Pour les expériences utilisant la technologie du BRET2 le substrat, la 

Coelenterazine 400A, a été utilisée à une concentration finale de 5 µM pour 

chaque échantillon (dilution de la solution stock 1mM 1 : 20 dans du PBS 1 x, 

ajoute 10 µL de cette solution de substrat dilué par puits). Il est important de 

préparer cette solution diluée pour un maximum de 2 échantillons à la fois. 

Comme le substrat s’oxyde très rapidement, un maximum de 2 échantillons 

devrait être lus avec le Fusion afin que les comptes de luciférase soient assez 

élevés. Cette solution doit être protégée de la lumière et conservée à la 

température de la pièce pour la durée de l’expérience. Les signaux obtenus ont été 

récoltés sur un instrument de type Fusion de la compagnie Packard. Les filtres qui 

ont été utilisés lors de ces lectures sont : les filtres de type « band pass » 410/80 
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nm pour la luciférase et 515/35 nm pour le GFP10. Les signaux de BRET2 ont été 

déterminés par le ratio de la lumière émise captée par le filtre 410/80 (la 

luciférase) et le filtre 515/35 (GFP10). Afin de contrôler la fluorescence, le filtre 

d’excitation de 425/20 nm en combinaison avec le filtre d’émission de 515/35 nm 

devraient être utilisés. 

2.8.4 SNAP-BRET

Pour les expériences utilisant la technologie du SNAP-BRET le substrat, 

la Coelenterazine 400A, a été utilisée à une concentration finale de 5 µM pour 

chaque échantillon (dilution de la solution stock 1 mM 1 : 20 dans du PBS 1 x, 

ajoute 10 µL de cette solution de substrat dilué par puits). Il est important de 

préparer cette solution diluée pour un maximum de 2 échantillons à la fois. 

Comme le substrat s’oxyde très rapidement, un maximum de 2 échantillons 

devrait être lus avec le Fusion afin que les comptes de luciférase soient assez 

élevés. Cette solution doit être protégée de la lumière et conservée à la 

température de la pièce pour la durée de l’expérience. Les signaux obtenus ont été 

récoltés sur un instrument de type Fusion de la compagnie Packard. Les filtres qui 

ont été utilisés lors de ces lectures sont : les filtres de type « band pass » 410/80 

nm pour la luciférase et 480/LP nm pour le BG-430. Les signaux de SNAP-BRET 

ont été déterminés par le ratio de la lumière émise captée par le filtre 410/80 (la 

luciférase) et le filtre 480/LP (BG-430). Les filtres d’excitation  de 425/30 nm et 

d’émission 480/LP nm ont été utilisés pour les lectures de la fluorescence des 

échantillons SNAP (BG-430, excitation : 421 nm et émission : 444 et 484 nm). 

Les ratios entre la lumière émise et captée par le filtre de la luciférase et le 

filtre du GFP10, eGFP, Venus ou du BG-430 ont été utilisés afin de déterminer si 

un BRET a eu lieu ou non entre les deux partenaires. Afin d’éviter les variations 

possibles dans les signaux de BRET engendrés par une fluctuation dans les 

niveaux d’expressions relatifs du donneur ou encore de l’accepteur d’énergie, des 
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conditions de transfections ont été conçues pour maintenir constants les ratios 

d’expressions de GFP/RLuc dans chaque série d’expériences. Dans le but de 

demeurer dans les limites de détection de l’appareil Fusion, il est important 

d’obtenir des comptes RLuc situés entre 50 000 et 130 000 pour le BRET2 et entre 

20 000 et 100 000 pour le BRET1. Il est a noté que le Fusion devrait être allumé 

une heure avant son utilisation, pour le permettre de se réchauffer il sera ainsi plus 

constant lors des prises de lectures. Au moins trois expériences indépendantes 

devraient être obtenues et concluantes avant de poursuivre avec des expériences 

de compétition pour confirmer la présence d’une véritable interaction. 

2.8.5 Essai de stimulation avec un agoniste

Les expériences ont été réalisées sur des cellules HEK 293 48 h suite à 

leur transfection. Les cellules ont été transfectées avec 5 µg d’ADNc de chacune 

des constructions (sauf pour RLuc où 10 µg ont été transfectés puisque les codons 

ne sont pas humanisés) dans des T-75.  

Pour les essais de stimulations du récepteur PAF, le véhicule qui a été 

utilisé est composé de 495 µL de PBS + 5 µL d’éthanol 100 % et la concentration 

de cPAF  elle est de 1 µM finale. La stimulation a été réalisée sur une période de 

20 sec. Pour ce qui est de FP, le véhicule qui a été utilisé est composé de 999 µL 

de PBS + 1 µL d’éthanol et le PGF2� est lui aussi utilisé à une concentration 

finale de 1 µM. La stimulation a quant à elle été effectuée sur une période de 1 

min. Chaque T-75 a été re-suspendu dans du PBS 1 x. Des cellules provenant du 

même T-75 ont été utilisées pour les essais de stimulation avec le véhicule ou 

avec l’agoniste et chaque stimulation a été effectuée en triplicata au cours de la 

même expérience. L’ordre de l’ajout des différentes composantes de l’expérience 

est la suivante : les cellules ont été déposées dans une microplaque 96 puits et la 

solution de stimulation a été ajoutée. La Coelenterazine a été ajoutée et la lecture 

a été prise lorsque le temps de stimulation a été écoulé.  
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La technologie de BRET1 a été utilisée et les cellules ont été re-suspendues 

dans du PBS 1 x avant que 0.2 ng/µL de Coelenterazine H ne soit ajouté à 

l’échantillon (dilution de la solution stock 1 mg/mL 1 : 500 dans du PBS 1 x, 

ajoute 10 µL de cette solution de substrat dilué par puits). Cette solution doit être 

protégée de la lumière et conservée à la température de la pièce pour la durée de 

l’expérience et jetée à la fin de la manipulation. Les données ont été récoltées à 

l’aide d’un appareil Fusion de la compagnie Packard. Les filtres qui ont été 

utilisés lors de ces lectures sont : les filtres de type « band pass » 450/58 nm pour 

la luciférase et 480/LP pour Venus. Les signaux de BRET1 ont été déterminés par 

le ratio de la lumière émise captée par le filtre 450/58 (la luciférase) et le filtre 

480/LP (GFP ou Venus). Afin de contrôler la fluorescence, le filtre d’excitation 

de 475/20 nm en combinaison avec le filtre d’émission de 515/35 nm devraient 

être utilisés. 

2.9 Micoscopie confocale 

Les essais ont été effectués sur un microscope à balayage laser LSM 510 

de la compagnie Zeiss. Des cellules ont été transfectées dans des plaques 6 puits 

avec 2 µg de récepteurs pour chacune des conditions, selon le protocole de 

transfection mentionné plus haut. Vingt-quatre heures suite à cette transfection, 

les cellules ont été transférées dans des plaques de 12 puits contenant des lamelles 

de verre stérile et incubées encore vingt-quatre heures à 37 °C en présence de 5 % 

CO2.  

Les lames indiquées ont été marquées avec le substrat BG-430 selon le 

protocole décrit précédemment. Il est nécessaire d’utiliser 200 µL de substrat BG 

dilué pour couvrir complètement la lamelle (concentration finale de 2 µM). Il est 

à noter qu’un lavage supplémentaire de 30 min a été effectué et que le PBS 1 x 

qui a été utilisé est à pH 7.3. 
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Les cellules qui n’ont pas été marquées ont, quant à elles, été lavées 2 x 

avec une solution de PBS 1 x. La solution de fixation a été préparée fraîche selon 

le protocole suivant : 40 mL de PBS 1 x pH 7.3, contenant 2-3 gouttes de NaOH 

10 M et 1 g de paraformaldéhyde ont été chauffés dans un bain-marie, sous la 

hotte chimique, jusqu’à la dissolution complète du paraformaldéhyde (ne 

JAMAIS chauffer à plus de 65 °C) puis attendre jusqu’à ce que la température de 

la solution redescende à celle de la température de la pièce. Par la suite, le pH a 

été ajusté entre 7.3 et 7.4 avec du HCl. Puis, les cellules ont été incubées dans la 

solution de fixation pendant 20 min à TP. Elles ont finalement été lavées 3 fois 

avec du PBS 1 x.  

Les cellules ont été bloquées pour une période de 1 h à TP avec une 

solution composée de 2 % de NGS et de 0.2 % de Triton dans du PBS 1 x. Les 

lamelles ont été égouttées et l’anticorps primaire (anti-HA de Covance dans ce 

cas-ci à une dilution de 1 : 200) dilué dans la solution de dilution des anticorps (1 

% NGS et 0.04 % de Triton, dilué dans du PBS 1 x) y a été ajouté. Les lamelles 

ont été incubées à 4 °C toute la nuit. Pour les contrôles sans anticorps primaire, il 

y a seulement la solution de dilution qui a été ajoutée. Ensuite, les lamelles ont été 

lavées 3 fois avec du PBS 1 x et elles ont été incubées avec l’anticorps secondaire 

anti-souris couplé au fluorophore Alexa 555 pendant 45 min à l’abri de la lumière 

(dilution 1 : 600). Encore une fois, les lamelles ont été lavées 3 fois avec du PBS 

1 x et les lames ont été montées de la façon suivante : 8 µL de solution de 

montage (100 µL de DABCO 0.4 % dans 400 µL de glycérol (doit être préparée 

fraîche)) ont été déposés sur la lame, avant d’y ajouter la lamelle et de sceller le 

tout avec du vernis à ongles. Il est important de bien laisser sécher les lames avant 

de visualiser au microscope (les lectures devraient être effectuées dans les 2 

semaines suivant la préparation). 

Un objectif à immersion de 63X a été utilisé en combinaison avec les 

lasers et les filtres suivants pour la visualisation des cellules au microscope. Afin 
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de visualiser le fluorophore BG-430, le laser Argon2 qui possède des longueurs 

d’onde d’excitation de 458, 488 et 514 nm a été utilisé et le filtre de type « band 

pass » de 475 à 525 nm a servi à prendre les lectures d’émission des cellules. Pour 

ce qui est du fluorophore Alexa 555 le laser qui a été utilisé est le HeNe1 qui 

possède une longueur d’onde d’excitation de 543 nm et le filtre de type « long 

pass » de 560 nm a servi à prendre les lectures d’émission provenant des cellules 

marquées. 

2.10 Stimulation des protéines MAPKs 

Des cellules ont été transfectées dans des plaques 6 puits avec 2 µg de 

récepteurs pour chacune des conditions de stimulation, selon le protocole expliqué 

précédemment. Quarante-huit heures post-transfection, les cellules ont été rincées, 

une fois, avec du PBS 1 x et elles ont été incubées dans 2 mL de DMEM sans 

FBS pour une période de 30 min à 37 °C en présence de 5 % de CO2.  

Pendant ce temps, les différentes drogues pour la stimulation ont été 

préparées. Lors de cette manipulation, la drogue qui a été utilisée est 

l’isoprotérénol à une concentration finale de 10 �M. L’acide ascorbique empêche 

la dégradation de l’isoprotérénol (166), l’essai a donc été effectué en présence de 

150 µM (concentration finale) de cet acide. Afin d’être certain que l’effet observé 

sur la phosphorylation des protéines ERK1/2 n’est pas engendré par l’acide 

ascorbique, le contrôle négatif (le véhicule) qui a été utilisé est composé de 

DMEM contenant 1.65 mM d’acide ascorbique (les solutions stock doivent être 

de 11 x, puisqu’on ajoute 200 µL de drogue au 2 mL de milieu déjà présent, nous 

sommes donc en présence d’un facteur de dilution de 11). Ce contrôle a permis 

aussi de mesurer le niveau de phosphorylation basal des ERK1/2 chez les cellules 

utilisées.  
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La stimulation a été effectuée dans un incubateur à 37 °C. Deux cents µL de 

drogue ou de véhicule ont été ajoutés au 2 mL de milieu sans sérum dans le puits 

à stimuler. Il est très important que toutes les stimulations des puits d’une même 

plaque se terminent au même moment. La plaque a été incubée à 37 °C pour une 

période de 0, 2, 5, 15 ou 30 minutes. Après le temps de stimulation désiré, la 

plaque a été prise délicatement et déposée sur glace. Le milieu a été prélevé et le 

puits a été lavé 2 x avec du PBS froid 1 x. Deux cent cinquante µL de tampon 

Laemmli 2 x (250 mM Tris-HCl pH 6.8, 2 % SDS, 10 % glycérol, 0.01 % bleu de 

bromophénol et ajouter 0.715 M de �-mercaptoéthanol frais) ont été ajoutés aux 

cellules. Les puits ont ensuite été grattés avec un patin et le contenu a été transféré 

dans un microtube 1.5 mL. Les lysats ont été incubés 15 min à 65 °C. Les 

échantillons ont été redescendus au fond du microtube 1.5 mL par centrifugation 

rapide et soniqués avec une sonde. Ils ont finalement été entreposés à – 80 °C.  

Quarante µL d’échantillon ont été déposés sur un gel SDS-PAGE 10 % 

(voir protocole énoncé plus haut). Les anticorps suivants ont été utilisés : 

anticorps primaire anti-phospho ERK p44/42 à une dilution de 1 : 1000 et 

l’anticorps anti-total ERK C.T. à une dilution de 1 : 5000. La même membrane a 

été utilisée pour ces deux anticorps, il est donc nécessaire de faire un décapage 

entre chaque immunobuvardage selon le protocole précédant. Il est à noter que la 

membrane de nitrocellulose convient mieux à ce type d’expériences.  



3 Résultats : 

3.1 Clonage :  

Le récepteur �2AR humain a été sous-cloné dans le vecteur pSEMS1-26m. 

Ce récepteur possède maintenant une étiquette HA en N-terminal et une étiquette 

SNAP en C-terminal. (HA-�2AR-SNAP). Une étiquette cMyc a été créée par 

oligohybridization et ensuite introduite au vecteur pIREShyg3. Puis, la protéine 

luminescente RLuc a été sous-clonée dans le vecteur. Les récepteurs FP et PAFR 

ont par la suite été introduits dans ce vecteur pIREShyg3-cMyc-RLuc (entre le 

cMyc et le RLuc) (pIRESH-cMyc-FP-RLuc et pIRESH-cMyc-PAFR-RLuc). Une 

étiquette HA a été créée par oligohybridation et ensuite introduite au vecteur 

pIRESpuro3. La protéine fluorescente Venus a ensuite été sous-clonée dans le 

vecteur. Finalement, les récepteurs FP et PAFR ont été introduits dans ce vecteur 

pIRESpuro3-HA-Venus (entre le HA et le Venus) (pIRESP-HA-FP-Venus et 

pIRESp-HA-PAFR-Venus).   

Des cellules HEK 293 transfectées de manière transitoire exprimant les 

différentes constructions (HA-�2AR-SNAP, pIRESH-cMyc-FP-RLuc, pIRESH-

cMyc-PAFR-RLuc pIRESP-HA-FP-Venus et pIRESp-HA-PAFR-Venus) ont été 

utilisées pour les différentes expériences présentées ici.  



55

3.2 Caractérisation du récepteur �2AR marqué avec l’étiquette SNAP et 

développement d’un nouvel essai BRET  

3.2.1 Expression et fonctionnalité des protéines de fusion dans des cellules 

HEK 293

L’expression et la fonctionnalité de la construction HA-�2AR-SNAP ont 

été testées dans des cellules HEK 293 afin de s’assurer que l’ajout de l’étiquette 

SNAP au RCPG n’a pas affecté son comportement cellulaire naturel connu.  

3.2.1.1 Expression des protéines de fusion dans des cellules HEK 293  

Afin de confirmer la capacité de la construction à s’exprimer dans des 

cellules HEK 293, des préparations membranaires ont été effectuées et déposées 

sur un gel SDS-PAGE. L’IB montré à la figure 3.1 démontre que la construction 

HA-�2AR-SNAP est exprimée à un niveau comparable à celui de la construction 

HA-�2AR, utilisé ici comme contrôle positif. Le poids moléculaire du monomère 

de HA-�2AR-SNAP est de 69 kDa tandis que celui du monomère de HA-�2AR 

possède un poids prédit de 47 kDa mais migre généralement autour de 55 kDa 

(attribuable à la glycosilation de la protéine) (25). La bande située à un poids 

moléculaire plus élevé, pour le récepteur HA-�2AR, représente en fait la forme 

dimérique de ce récepteur. Il est impossible d’observer cette bande pour le 

récepteur HA-�2AR-SNAP due à la présence d’une traînée de protéines.  
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Figure 3.1 Expression de la construction HA-�2AR-SNAP IB réalisé sur des 
préparations membranaires effectuées sur de cellules HEK 293 48 h post-transfection 
transitoire avec la construction HA-�2AR-SNAP, HA-�2AR (contrôle positif) ainsi que 
sur des cellules HEK 293 non transfectées (contrôle négatif). L’anticorps primaire utilisé 
pour la détection des protéines sur la membrane de nitrocellulose est l’anti-HA (dilution 
1 : 1000). L’anticorps secondaire est, quant à lui, l’anti-IgG de souris couplé à la HRP 
utilisé à une dilution de 1 : 20 000.   

3.2.1.2 Acheminement de protéines de fusion à la membrane plasmique 

Au cours de l’introduction, il a été mentionné que les RCPGs sont 

capables d’entraîner la phosphorylation des protéines ERK suite à leur activation. 

Pour que ce phénomène soit observé, le récepteur doit être acheminé à la 

membrane plasmique et apte à lier un ligand. Plusieurs facteurs peuvent affecter 

transport des protéines à la membrane plasmique. Par exemple, le mauvais 

repliement d’une protéine qui peut être causé par l’ajout d’une étiquette de grande 
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taille, des mutations dans la séquence. Si ce phénomène a lieu, il peut entraîner 

cette protéine vers des mécanismes de dégradations qui l’empêcheront d’atteindre 

la membrane plasmique.  

Dans le but de s’assurer que l’ajout de l’étiquette SNAP n’a pas affecté la 

capacité du RCPG �2AR à atteindre la membrane plasmique, un essai de 

stimulation des protéines MAPKs a été effectué. Il consiste en l’observation de la 

capacité de la construction étudiée à phosphoryler les protéines ERK1/2.   

 Pour la construction HA-�2AR-SNAP, l’essai a été effectué en utilisant 10 

µM d’isoprotérenol, une drogue inapte à traverser les membranes cellulaires. Des 

temps de stimulation de 2, 5, 15 et 30 minutes ont été testés. Afin de s’assurer que 

la présence de l’étiquette SNAP n’a pas affecté le comportement naturel du 

récepteur un contrôle positif utilisant le récepteur HA-�2AR a été effectué. La 

figure 3.2 montre qu’avec ou sans l’étiquette SNAP le récepteur �2AR engendre 

la phosphorylation des protéines ERK1/2 à 2 minutes en présence d’une quantité 

comparable de protéine ERK1/2 totale entre chacune des conditions.  
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Figure 3.2 Essai de stimulation des protéines MAPKs Construction HA-�2AR-SNAP :
L’IB a été réalisé sur des cellules HEK 293 qui ont été transfectées de manière transitoire 
et qui 48 h post-transfection ont été stimulées soit par un véhicule (dans ce cas-ci du 
DMEM contenant 150 µM d’acide ascorbique) ou de la drogue (10 µM d’isoprotérénol) 
et récoltées dans du tampon Laemmli (le contrôle représente des cellules HEK 293 
transfectées avec le récepteur et directement re-suspendues dans tu tampon Laemmli, 
sans drogue, ni véhicule). L’anticorps primaire utilisé pour la détection des protéines 
phosphorylées sur la membrane de nitrocellulose est l’anti-phospho ERK 1/2 (dilution 1 : 
1000). L’anticorps primaire utilisé pour la détection des protéines ERK totales est l’anti-
total ERK C.T (dilution 1 : 5000). L’anticorps secondaire est quant à lui l’anti-IgG de 
souris couplé à la HRP utilisé à une dilution de 1 : 20 000 (� représente le marqueur de 
poids moléculaire) 

3.2.1.3 Capacité des protéines de fusion à lier un ligand 

L’antagoniste radiomarqué 125I-CYP a été utilisé afin de tester la capacité 

de la construction HA-β2AR-SNAP à lier un ligand et donc son intégrité 

fonctionnelle. Cette expérience a démontré que HA-β2AR-SNAP est apte à lier ce 

ligand de façon comparable au récepteur non étiqueté avec SNAP (figure 3.3 A et 

B). Des tests statistiques de type t ont été effectués (p < 0.05) et il n’existe pas de 

différence significative entre les données obtenues avec la construction HA-

β2AR-SNAP et le contrôle positif dans la quantité de récepteurs (en pmol/mg) 

calculée. Nous pouvons donc conclure que la construction HA-β2AR-SNAP est 



59

bien exprimée dans les cellules HEK 293 et que la présence de l’étiquette SNAP 

n’interfère en rien avec le repliement du récepteur puisque HA-β2AR-SNAP est 

capable de lier le 125I-CYP.  
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Figure 3.3 Capacité d’un récepteur à lier un ligand A et B) Construction HA-�2AR-
SNAP : Les tests de liaison de l’antagoniste 125I-CYP ont été réalisés sur des préparations 
membranaires effectuées sur des cellules HEK 293 48 h suite à leur transfection avec le 
récepteur. L’alprenolol est utilisé pour évaluer la quantité de liaisons non spécifiques. Le 
récepteur �2AR non marqué est utilisé à titre de contrôle positif et des cellules non 
transfectées à titre de contrôle négatif. A) Valeurs obtenues en cpm B) Quantification du 
récepteur en pmol/mg. Les données brutes (moyenne ± l’erreur standard (S.E.)) de trois 
expériences indépendantes réalisées en triplicata pour la liaison spécifique du 125I- CYP, 
en cpm (compte par minute) sont les suivantes : HA-β2AR-SNAP, 52,457 ± 6164; 
contrôle postitif (HA-β2AR), 45,047 ± 6915; contrôle négatif (cellules non transfectées), 
3,067 ± 808. La quantité de récepteurs (en pmol/mg) a été calculée à partir de ces 
données brutes et les valeurs sont les suivantes : HA-β2AR-SNAP, 2.737 ± 0.557; 
contrôle positif (HA-β2AR), 2.197 ± 0.615; contrôle négatif (cellules non transfectées), 
0.070 ± 0.025. Les astérisques indiquent une différence significative selon un test 
statistique de type t : p < 0.05 

3.2.1.4 Homodimérisation du récepteur 

Afin de s’assurer que la présence de l’étiquette SNAP en C-terminal de la 

construction HA-β2AR-SNAP n’interfère pas avec la capacité 

d’homodimérisation du récepteur, un essai de co-immunoprécipitation a été 

effectué. La figure 3.4 montre la capacité des récepteurs HA-β2AR-SNAP et 

β2AR-RLuc à interagir ensemble. Cette expérience n’a été effectuée qu’une seule 

fois, dans le but de d’établir une preuve de principe et de complémenter les 

expériences de microscopie confocale et de BRET effectuées. Suite à 

l’interprétation de toutes ces données, il est possible de conclure que la présence 

de l’étiquette SNAP sur la construction HA-β2AR-SNAP ne nuit pas à sa capacité 

de dimérisation avec un autre récepteur.  

Le récepteur HA-β2AR a été utilisé ici comme contrôle positif, afin de 

s’assurer que les récepteurs interagissent de la même façon en présence ou en 

absence de l’étiquette SNAP. Le canal KvLQT1-RLuc, ayant la même 

localisation cellulaire que la construction β2AR-RLuc, a été utilisé comme 

contrôle négatif, puisqu’il est connu dans la littérature que c’est deux protéines 

n’interagissent pas ensemble (133). Les bandes sur l’IB présente à 50 kDa 

représentent les IgG anti-HA utilisé pour la co-immunoprécipitation des 
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récepteurs. Ensuite, celles situées à environ 75 kDa représentent le récepteur  

β2AR-RLuc (poids moléculaire (PM): 83 kDa) et celles à 250 kDa sont en fait les 

oligomères de récepteurs. La bande présente à 60 kDa peut être soit une bande 

non spécifique reconnue par l’anticorps ou encore une forme immature du 

récepteur. Les bandes présentes dans le lysat ne sont pas très bien définies due à 

une mauvaise solubilisation des préparations membranaires. Le canal KvLQT1-

Rluc est quant à lui présent dans le lysat (bande visible à 101 kDa) (la bande 

présente à 75 kDa peut être soit une forme immature du récepteur ou encore un 

produit de dégradation) mais n’est pas co-immunoprécipité par l’anticorps HA, ce 

qui signifie que les deux protéines n’interagissent pas ensemble.  

Figure 3.4 Co-immunoprécipitation Des préparations membranaires solubilisées 
provenant de cellules HEK 293 transfectées avec le récepteur HA-β2AR-SNAP (48 h 
post-transfection) ont été utilisées lors de cet essai. Les niveaux d’expressions de chacune 
des constructions sont confirmés par les lysats cellulaires présents sur le gel (qui 
représentent 7 % de la quantité totale de protéine utilisée pour l’expérimentation). Un 
anticorps dirigé contre l’étiquette HA a été utilisé pour co-immunoprécipité les 
récepteurs. Les protéines ont ensuite été révélées par IB utilisant un anticorps dirigé 
contre l’étiquette RLuc présente sur le récepteur, sur une membrane de nitrocellulose 
(Anti-HA, dilution 1 : 300, Anti-RLuc dilution 1 : 1 000, anti-IgG de souris HRP dilution 
1 : 20 000) n = 1.  



62

3.2.2 Développement d’un essai BRET utilisant la technologie SNAP

3.2.2.1 Marquage avec un substrat BG 

Le marquage de l’étiquette SNAP de la construction HA-β2AR-SNAP 

avec un chromophore BG est nécessaire à la visualisation de cette protéine à 

l’intérieur de la cellule par microscopie confocale ou encore par essai BRET. 

Différentes conditions de marquages ont été testées et les meilleurs résultats ont 

été obtenus avec une période de marquage de 30 min, suivie par deux lavages de 

30 min avec une concentration de BG-430 de 5 µM. La figure 3.5 représente la 

fluorescence émise suite au marquage des différentes constructions du récepteur 

β2AR exprimées dans des cellules HEK293. Les données ont été récoltées sur un 

appareil Fusion à l’aide des filtres d’excitation de 425/30 nm et d’émission 

480/LP nm (BG-430, excitation : 421 nm et émission : 444 et 484 nm).  

La fluorescence observée n’est pas causée par la seule présence de 

l’étiquette SNAP puisqu’en absence de substrat les valeurs obtenues sont très 

faibles. Il est à noter qu’elles sont significativement différentes de celles obtenues 

lorsque la construction est marquée avec le substrat BG-430. Par contre, en les 

comptes de fluorescence sont similaire, que ce soit en absence ou en présence de 

l’étiquette SNAP sur le récepteur �2AR lorsque les cellules sont marquées avec 5 

µM de BG-430 (confirmer par test statistique de type t). Ce phénomène peut être 

causé par un marquage non spécifique par le substrat BG-430 ou encore par du 

substrat BG-430 non lié qui n’a pas réussi à être retiré de la cellule suite à la 

réaction de marquage. Afin de savoir si l’un ou l’autre de ces phénomènes est 

attribuable aux valeurs de fluorescence élevées, des essais de  BRET et de 

microscopie confocale seront réalisés.  
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Figure 3.5 Marquage du clone HA-�2AR-SNAP avec 5 µM de BG-430 Quarante-huit 
heures post transfection avec 2 µg d’ADNc des différents clones, des cellules HEK 293 
ont été marquées avec 5 µM de substrat BG-430 pendant 30 min. Suite au retrait du 
substrat, elles ont été rincées et lavées comme indiqué dans le protocole précédent. Les 
cellules ont par la suite été re-suspendues dans du PBS 1 x et lues avec un appareil 
Fusion à l’aide des filtres d’excitation 425/30 nm et d’émission 480/LP nm (BG-430, 
excitation : 421 nm et émission : 444 et 484 nm). Les données brutes de fluorescences 
(moyenne ± S.E) de plusieurs expériences indépendantes pour le marquage avec le 
substrat BG-430 en unité relative de luminescence (RLU) sont les suivantes : HA-β2AR-
SNAP, 32 084 ± 4 219; contrôle négatif HA-β2AR, marqué, 27 802 ± 5 013 ; et le 
contrôle négatif (HA-β2AR-SNAP, non-marqué), 3 297 ± 410. Les astérisques indiquent 
une différence significative selon un test statistique de type t : p < 0.05 

3.2.2.2 Essai BRET 

Le principal avantage de l’étiquette SNAP est sa polyvalence. Une très 

grande variété de substrats est disponible sur le marché tels différents 
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fluorophores perméables ou non à la membrane plasmique, de la biotine et des 

anticorps reconnaissant directement l’étiquette. Cette polyvalence pourrait 

faciliter l’étude de l’assemblage et de l’acheminement des RCPGs à la membrane 

plasmique en diminuant le nombre d’outils biochimiques nécessaires. Une des 

méthodes très utilisées dans l’étude des interactions entre deux protéines est le 

BRET. Un essai utilisant les différentes caractéristiques de cette étiquette a été 

développé. La construction HA-β2AR-SNAP a été utilisée en tant qu’accepteur 

BRET, suite à son marquage avec le substrat BG-430, en combinaison avec le 

récepteur β2AR-RLuc, qui agit ici, en tant que donneur. Comme des essais de 

BRETs standards utilisant des récepteurs β2AR étiquetés ont démontré que leur 

dimérisation était possible (2) et que ce phénomène a aussi été prouvé par des 

essais de co-immunoprécipitation (65), l’interaction entre les constructions HA-

β2AR-SNAP et β2AR-RLuc devrait être possible. C’est exactement ce qui est 

observé à la figure 3.6.  

Les valeurs de BRET obtenues lorsque les cellules ont été marquées avec 

le substrat BG sont significativement différentes (selon un test statistique tu type 

t) en présence ou non de l’étiquette SNAP. Il en est de même lorsque les cellules 

transfectées avec la construction HA-β2AR-SNAP sont marquées ou non avec le 

substrat BG. Ces données signifient qu’un transfert d’énergie à lieu entre le 

donneur et l’accepteur lorsque les cellules sont transfectées avec la construction 

HA-β2AR-SNAP et marquées avec le substrat BG-430 et que ce transfert 

d’énergie n’est pas causé ni par la présence seule de l’étiquette SNAP ou encore 

par un marquage des cellules avec le substrat. Il est donc possible d’utiliser 

l’étiquette SNAP comme accepteur de BRET.  
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Figure 3.6 : Essai SNAP-BRET Ces expériences ont été réalisées sur des cellules HEK 
293 48 h suite à leur transfection. Les cellules ont été transfectées avec 2 µg d’ADNc des 
constructions indiquées. Une incubation de 30 min avec 5 µM deBG-430 a permis de 
marquer les cellules (selon le protocole indiqué plus haut) avant d’effectuer l’essai 
BRET. Ces cellules ont par la suite été re-suspendues dans du PBS 1 x et 5 µM de 
Coelenterazine 400A ont été ajoutés à l’échantillon juste avant sa lecture. Les données 
ont été récoltées à l’aide d’un appareil Fusion en utilisant un filtre de 410/80 nm pour les 
comptes d’émission de la luciférase ainsi qu’un filtre de 480/LP nm pour les comptes 
d’émission du BG-430. Le ratio de BRET représente les comptes d’émission du BG-430 
divisés par les comptes d’émission  de la luciférase. Les ratios de BRET obtenus lors de 
plusieurs expériences indépendantes sont les suivants (moyenne ± S.E) : HA-β2AR-
SNAP avec β2AR-RLuc, 0.279 ± 0.008; contrôle négatif HA-β2AR, marqué avec β2AR-
RLuc, 0.247 ± 0.008 ; et le contrôle négatif (HA-β2AR-SNAP, non-marqué avec β2AR-
RLuc), 0.230 ± 0.003. Les astérisques indiquent une différence significative selon un test 
statistique de type t : p < 0.05
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3.2.2.3 Localisation cellulaire  

Les valeurs de fluorescence obtenues lors du marquage du clone HA-�2AR 

avec 5 µM de BG-430 sont élevées. Afin de nous aider à en déterminer la cause, 

un essai de microscopie confocale a été réalisé. L’essai a été effectué 

parallèlement avec les constructions HA-�2AR et HA-�2AR-SNAP pour pouvoir 

ainsi comparer l’effet de la présence de l’étiquette SNAP sur le comportement 

cellulaire du récepteur ainsi que sur le marquage avec le substrat BG-430.  

Afin de réussir à recueillir ces données, un microscope LSM 510 de la 

compagnie Zeiss a été utilisé. Le laser Argon2, qui possède une longueur d’onde 

d’excitation de 458, 488 et 514 nm, est utilisé en combinaison avec le filtre de 

type « band pass » de 475 à 525 nm pour les lectures d’émission des cellules 

lorsqu’elles sont marquées avec le BG-430. Pour ce qui est du fluorophore Alexa 

555, le laser utilisé est le HeNe1, qui possède une longueur d’onde d’excitation de 

543 nm et le filtre de type « long pass » de 560 nm sert à prendre les lectures 

d’émission. 

Les cellules ont tout d’abord été détectées par immunofluorescence à 

l’aide de l’anticorps primaire dirigé contre l’étiquette HA présente sur les deux 

récepteurs (HA-�2AR et HA-�2AR-SNAP) et de l’anticorps secondaire couplé au 

fluorophore Alexa 555. Ainsi, il est possible de détecter les deux clones et de 

constater qu’ils s’expriment à l’intérieur de la cellule (possiblement dans le 

réticulum endoplasmique, qui occupe une grande partie du cytosol dans les 

cellules HEK 293) et aussi à la membrane plasmique. La présence de l’étiquette 

SNAP ne change pas le comportement du récepteur. 

Par la suite, les cellules ont été marquées seulement avec 2 µM de BG-

430. Normalement, le substrat qui n’a pas réagi avec l’étiquette SNAP devrait être 

éliminé de la cellule au cours des étapes de lavages. Ce n’est par contre pas ce qui 

est observé. En fait, la quantité de substrat présente dans les cellules est 
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comparable qu’elles aient été transfectées avec HA-�2AR ou encore avec HA-

�2AR-SNAP. Que ce soit en absence ou en présence de l’étiquette SNAP le 

substrat se retrouve partout dans le cytosol. Cependant, une autre section plus 

concentrée est détectée dans les cellules transfectées avec la construction HA-

�2AR-SNAP qui représente probablement l’endroit où se trouve le récepteur. Par 

contre, ce n’est qu’au cours des essais de double marquage avec le substrat BG-

430 et l’anticorps anti-HA qu’il sera possible de tirer des conclusions plus claires.  

Le double marquage des récepteurs HA-�2AR et HA-�2AR-SNAP avec le 

substrat BG-430 et l’anticorps primaire anti-HA (avec l’anticorps secondaire anti-

IgG de souris couplé au fluorophore Alexa 555) permet de voir si les deux 

substrats co-localisent dans la cellule. Pour le récepteur HA-�2AR il est possible 

de constater que la quantité de co-localisation est quasi inexistante. Il est donc 

possible de supposer que le substrat BG-430, encore présent dans la cellule, est 

causé par un retrait inefficace du substrat non lié lors des différentes étapes de 

lavages. Pour le récepteur HA-�2AR-SNAP, il y a une certaine co-localisation 

entre le fluorophore Alexa 555 et le BG-430. Ces données signifient donc que le 

substrat BG-430 se lie à l’étiquette SNAP, mais qu’une certaine quantité de 

récepteurs n’est pas marquée avec le BG-430. Il est aussi possible de voir qu’une 

partie du BG-430 semble se trouver dans le cytosol et ne semble pas s’être lié au 

récepteur.  

Un contrôle négatif utilisant seulement l’anticorps secondaire anti-IgG de 

souris couplé au fluorophore Alexa 555 permet de constater que la réaction 

antigène anticorps entre l’anti-HA et l’anti-souris est spécifique. La fluorescence 

observée est donc associée à la présence des récepteurs couplés à l’antigène HA.  

Ces résultats nous permettent de conclure que le BG-430 est capable de 

marquer spécifiquement l’étiquette SNAP mais que le substrat n’ayant pas réagi 

demeure à l’intérieur de la cellule. Cette méthode n’est donc pas très utile pour les 

essais de microscopie confocale, mais ne devrait en aucun cas interférer avec les 
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essais de BRET (puisque le substrat n’ayant pas réagi ne semble pas se trouver à 

proximité des récepteurs étudiés). 

A) 

B) 
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C) 
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D)  

Figure 3.7 Essai de microscopie confocale : Les images ont été prises sur des cellules 
HEK 293 48 h suite à leur transfection avec les différentes constructions indiquées. A) En 
présence de l’anticorps anti-HA B) En présence du substrat BG-430 C) En présence de 
l’anticorps anti-HA et du substrat BG-430 D) En présence de l’anticorps secondaire 
seulement Deux µM de BG-430, anticorps primaire anti-HA 1 : 200 et anticorps 
secondaire anti-IgG souris couplé au fluorophore Alexa 555 1 : 600 sont utilisés lors de 
l’essai. Les photos ont été prises sur un microscope LSM510 de Zeiss à l’aide des lasers 
Argon 2 (BG-430) et HeNe1 (Alexa 555), des filtres de 475 à 525 nm (BG-430) ou 
encore de 560 nm (Alexa 555)  et de l’objectif à immersion de 63 X. 
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3.3 Caractérisation initiale des complexes formés par les récepteurs PAF 

et FP : Identification de leurs partenaires d’interaction 

Les constructions pIRESH-cMyc-FP-RLuc, pIRESH-cMyc-PAFR-RLuc 

pIRESP-HA-FP-Venus et pIRESp-HA-PAFR-Venus ont été réalisées et 

caractérisées par Darlaine Pétrin et Eugénie Goupil. Il est possible de voir une 

partie des expériences qu’elles ont réalisées en annexe 1 aux figures 7.1 et 7.2.  

Les récepteurs PAF et FP ayant une étiquette RLuc ou Venus sont aptes à lier un 

ligand et à activer les protéines MAPKs et sont exprimés dans des cellules HEK 

293, comme montré sur les images de microscopie confocale.  

Afin de mieux caractériser les récepteurs PAF et FP, de comprendre les 

voies de signalisations utilisées et ainsi de trouver des médicaments plus efficaces 

pour traiter des maladies impliquant ces récepteurs, il est primordial de 

comprendre leur comportement de base. Les expériences qui suivent ont donc été 

réalisées en se basant sur cette idée à l’aide de la technologie BRET. Ces 

manipulations représentent en fait les premières étapes d’un vaste projet ayant 

pour but de caractériser les hétérodimères de récepteurs. Ce projet tentera de 

déterminer les implications de ces dimères dans la signalisation des récepteurs et 

par la suite de développer des ligands spécifiques à ces hétérodimères. Comme il 

a été mentionné précédemment le BRET est une technique de base reconnue pour 

l’identification d’interactions protéines/protéines comme par exemple pour des 

études de dimérisation et de liaison des protéines G� et G��. 

3.3.1 Homodimérisation des récepteur

Au cours des dernières années, plusieurs études ont démontré à l’aide de 

différentes techniques la capacité des RCPGs à dimériser (21, 104, 120, 158). En 

fait, plusieurs études tendent à prouver que l’homodimère est l’unité de base de 

signalisation des RCPGs, il est donc intéressant de voir si cette théorie s’applique 
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aussi aux récepteurs PAF et FP. La figure 3.8 A représente les résultats obtenus 

lors de plusieurs expériences indépendantes. Des tests statistiques de type t

confirment l’homodimérisation des récepteurs PAF et FP puisque les ratios de 

BRET obtenus entre les deux récepteurs sont significativement différents de ceux 

obtenus lorsque les cellules ont été transfectées avec la protéine CD4-Rluc et le 

récepteur (PAF ou encore FP). La protéine CD4-RLuc est utilisée en tant que 

contrôle négatif. Cette protéine est impliquée dans la réponse immunitaire et est 

exprimée à la membrane plasmique, mais elle n’interagit pas avec les RCPGs. 

Elle a déjà été utilisée en tant que contrôle négatif au cours de différentes études 

faites par notre laboratoire (45) (44). Les valeurs de BRET obtenues en 

combinaison avec ce partenaire d’interaction découlent donc des interactions non 

spécifiques qui ont lieu dans la cellule, attribuables à la proximité et à la 

surexpression des protéines de fusions étudiées.  

Toutefois, afin de s’assurer que la protéine CD4 est un contrôle négatif 

valable, et que le BRET obtenu représente bel et bien une véritable interaction, 

des essais de compétition (125), utilisant une quantité croissante de récepteurs non 

marqués, sont réalisés. Ces essais sont basés sur le principe que si nous sommes 

en présence d’une interaction réelle, la présence d’une plus grande quantité de 

récepteurs non marqués devrait entrer en compétition avec l’interaction observée 

entre les deux récepteurs, ce qui entraînera une diminution dans les valeurs des 

ratios de BRET. Les résultats de ces essais de compétition sont présentés chez les 

figures 3.8 B (pour le récepteur PAFR) et 3.8 C (pour le récepteur FP). Des 

analyses statistiques (test ANOVA) montrent qu’aucune différence significative 

n’est observée dans les données de BRET lors de l’augmentation de la quantité de 

récepteur non marqué, et ce chez tant chez le récepteur PAFR que chez le 

récepteur FP. Il est tout de même possible d’observer une tendance vers la 

compétition de l’essai BRET. Par contre, comme cette compétition n’est pas 

marquée les résultats ne peuvent être pris en ligne de compte.  
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C’est pour cette raison qu’il serait aussi important de procéder à des études  

de saturation. Il est à noter que pour plusieurs autres expériences, nous avons pu 

prouver, à l’aide de ces courbes de saturation, que la protéine CD4 n’interagie pas 

avec les protéines étudiées et qu’elle représente un contrôle négatif adéquat. 

L’essai de saturation se base sur le principe suivant : une quantité fixe de la 

protéine couplée à la luciférase est exprimée dans les cellules en combinaison 

avec une quantité croissante de protéine couplée à l’accepteur. Les interactions 

non-spécifiques tenderont à augmenter de façon linéaire tandis que les véritables 

interactions augmenteront de manière hyperbolique jusqu’à l’atteinte d’un plateau 

représentant la saturation complète de toutes les protéines donneuses présentent à 

l’intérieure de la cellule (7). Comme les expériences présentées ici ce sont que 

préliminaires, ces essais n’ont pas encore été effectuées.  

C’est donc, la combinaison des essais de compétition et de saturation qui 

permettront de conclure que l’interaction observée est belle et bien réelle et que le 

choix des contrôles est convenable. 

A) 
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Figure 3.8 : Homodimérisation des récepteurs PAF et FP (essai BRET) A) 
Homodimérisation des récepteurs PAF et FP l’essai B) Compétition de 
l’interaction entre les récepteurs PAFR-RLuc et PAFR-Venus C) Compétition de 
l’interaction entre les récepteurs FP-RLuc et FP-Venus Toutes ces expériences ont 
été réalisées sur des cellules HEK 293 48 h suite à leur transfection. Les cellules 
ont été transfectées avec 1 µg d’ADNc des constructions PAF et FP, 0.5 µg de 
CD4-RLuc et entre 0 et 8 µg de HA-FP et HA-PAFR. La technologie de BRET1

est utilisée et les cellules ont été re-suspendues dans du PBS 1 x avant que 0.2 
ng/µL de Coelenterazine H ne soit ajouté à l’échantillon. Les données ont été 
récoltées à l’aide d’un appareil Fusion en utilisant un filtre de 450/58 nm pour les 
comptes d’émission de la luciférase ainsi qu’un filtre de 480/LP nm pour les 
comptes d’émission de Venus. Le ratio de BRET représente les comptes 
d’émission de la protéine Venus divisés par les comptes d’émission  de la 
luciférase. Les valeurs des ratios de BRET sont les suivantes (moyenne ± S.E) 
pour la figure A : PAFR-RLuc avec PAFR-Venus, 1.744 ± 0.012 ; CD4-RLuc 
avec PAFR-Venus, 1.594 ± 0.017; FP-RLuc avec FP-Venus, 1.688 ± 0.002 et 
CD4-RLuc avec FP-Venus, 1.606 ± 0.011. Les valeurs des ratios de BRET 
obtenus (moyenne ± S.E) au cours d’au moins trois expériences indépendantes 
pour la figure B  sont : en présence de 0 µg de HA-PAFR, 1.680 ± 0.026 ; de 0.5 
µg de HA-PAFR, 1.676 ± 0.019 ; de 1 µg de HA-PAFR, 1.664 ± 0.016 ; de 2 µg 
de HA-PAFR, 1.653 ± 0.018 ; de 4 µg de HA-PAFR, 1.634 ± 0.031 ; de 8 µg de 
HA-PAFR, 1.610 ± 0.029 ; et du CD4-RLuc avec PAFR-Venus, 1.607 ± 0.007. 
Pour ce qui est des ratios de BRET obtenus lors de l’essai de la figure C ils sont 
les suivants : en présence de 0 µg de HA-FP, 1.673 ± 0.016 ; de  0.5 µg de HA-
FP, 1.663 ± 0.014 ; de  1 µg de HA-FP, 1.662 ± 0.007 ;  de  2 µg de HA-FP, 1.665 
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± 0.013 ; de  4 µg de HA-FP, 1.643 ± 0.018 ; et de 8 µg de HA-FP, 1.621 ± 0.029. 
Le contrôle négatif  de CD4-RLuc avec FP-Venus donne un ratio de BRET d’une 
valeur de 1.593 ± 0.018. Les astérisques indiquent une différence significative selon un 
test statistique de type t : p < 0.05

3.3.2 Hétérodimérisation de récepteurs

Des études ont aussi démontré que les RCPGs hétérodimérisent entre eux 

(120). Les récepteurs PAF et FP sont exprimés dans le même type de cellule dans 

le corps, ce qui est particulièrement vrai chez les cellules utérines (69, 117) il est 

donc possible qu’ils interagissent ensemble. Encore une fois, c’est la méthode de 

BRET qui a été privilégiée pour l’étude de cette interaction. La figure 3.9 

représente les résultats obtenus lors de trois expériences indépendantes. Encore 

une fois la protéine CD4-RLuc est utilisée en tant que contrôle négatif. L’essai a 

été réalisé en parallèle avec les deux combinaisons possibles FP-RLuc + PAFR-

Venus et PAFR-RLuc + FP-Venus afin de m’assurer que les résultats sont 

constants et ne dépendent pas des étiquettes présentes. Il est à noter que le clone 

FP-Venus s’exprime moins bien que le clone PAFR-Venus, c’est probablement 

pour cette raison que les comptes sont moins élevés pour les essais avec cette 

construction. Les valeurs sont tout de même significativement différentes de celle 

du contrôle négatif, nous sommes donc en présence d’une interaction entre les 

récepteurs PAF et FP dans les cellules HEK 293.  
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Figure 3.9 : Hétérodimérisation entre les récepteurs PAF et FP Les expériences ont 
été réalisées sur des cellules HEK 293 48 h suite à leur transfection. Les cellules ont été 
transfectées avec 2 µg d’ADNc des constructions PAF, FP et CD4-RLuc. La technologie 
de BRET1 est utilisée et les cellules ont été re-suspendues dans du PBS 1 x avant que 0.2 
ng/µL de Coelenterazine H ne soit ajouté à l’échantillon. Les données ont été récoltées à 
l’aide d’un appareil Fusion en utilisant un filtre de 450/58 nm pour les comptes 
d’émission de la luciférase ainsi qu’un filtre de 480/LP nm pour les comptes d’émission 
de Venus. Le ratio de BRET représente les comptes d’émission de la protéine Venus 
divisés par les comptes d’émission  de la luciférase. Les valeurs des ratios de BRET sont 
les suivantes (moyenne ± S.E) : FP-RLuc avec PAFR-Venus,  1.709 ± 0.039 ; CD4-RLuc 
avec PAFR-Venus, 1.543 ± 0.003 ; PAFR-RLuc avec FP-Venus, 1.664 ± 0.003 et CD4-
RLuc avec FP-Venus, 1.577 ± 0.003. Les astérisques indiquent une différence 
significative selon un test statistique de type t : p < 0.05 

3.3.3 Interaction avec les protéines G

Les RCPGs ont été tout d’abord connus pour leur capacité à activer et 

signaler via les protéines G hétérotrimériques. C’est donc pour cette raison que 

des essais BRET impliquant les protéines G�� et G� ont été réalisés. Il est connu 

que PAFR et FP se lient à G�q. Des essais de BRET ont donc été réalisés afin de 
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déterminer si la protéine G�q se lie aux récepteurs de façon constitutive ou encore 

suite à sa stimulation par un ligand et si la présence des protéines G�� est 

nécessaire pour que cette interaction prenne place.  

Il est possible d’observer à la figure 3.10 A les résultats obtenus lors de 

l’essai entre le récepteur PAF et la protéine G�q. Un test statistique te type 

ANOVA a été réalisé et il n’y a pas de différence significative entre les ratios de 

BRET obtenus pour le contrôle négatif et ceux de l’essai que ce soit en présence 

ou en absence des protéines G�1�2. Ces résultats mènent à deux conclusions 

possibles : soit la protéine G�q ne se lie pas au récepteur PAF de façon 

constitutive ou les deux partenaires d’interaction ne sont pas dans une orientation 

permettant le transfert d’énergie entre les protéines RLuc et Venus. 

L’expérience montrée à la figure 3.10 B entre le récepteur PAF et la 

protéine G�q sous l’effet de la stimulation du récepteur PAF avec 1 µM de cPAF 

pour une période de 20 sec n’a été réalisée qu’une seule fois, puisqu’aucun effet 

n’est observé l’expérience a donc été abandonnée. Un test statistique ANOVA a 

montré qu’il existe une différence significative entre PAFR-Venus avec G�q-

RLuc ou encore avec RLuc lorsque stimulé avec le véhicule ainsi qu’entre PAFR-

Venus avec G�q-RLuc en présence de G�1�2 ou encore avec RLuc en présence 

de G�1�2 lorsque stimulé avec le véhicule. Il existe aussi une différence lorsque 

PAFR-Venus avec RLuc stimulé avec le véhicule se retrouve en présence ou non 

de G�1�2. Une autre différence entre PAFR-Venus lorsque stimulé avec cPAF en 

présence de G�q-RLuc ou de RLuc est observée. Malgré le fait qu’il n’y ait 

aucune différence significative, il est possible d’observer une tendance vers 

l’interaction entre la protéine PAFR-Venus et la protéine G�q-RLuc lorsque 

celles-ci sont stimulées avec cPAF en comparaison avec le même essai, mais en 

présence de la protéine RLuc seule (sans G�q). Ces résultats peuvent suggérer 

plusieurs choses : soit que la protéine G�q est recrutée au récepteur PAF à un 

temps de stimulation avec cPAF différent de ceux utilisés lors de l’essai, soit que 
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la protéine G�q et le récepteur PAF ne se retrouvent dans une orientation 

permettant un transfert efficace d’énergie entre les protéines PLuc et Venus. 

La figure 3.10 C représente les résultats obtenus lors de l’essai entre le 

récepteur FP et la protéine G�q. Un test statistique te type ANOVA a été réalisé et 

il n’y a pas de différence significative entre les ratios de BRET obtenus pour le 

contrôle négatif et ceux de l’essai que ce soit en présence ou en absence des 

protéines G�1�2. Ces résultats mènent encore une fois aux deux conclusions 

énumérées plus haut : soit la protéine G�q ne se lie pas au récepteur FP de façon 

constitutive ou les deux partenaires d’interaction ne sont pas dans une orientation 

permettant le transfert d’énergie entre les protéines RLuc et Venus. 

Pour ce qui est de la figure 3.10 D entre le récepteur FP et la protéine G�q 

sous l’effet de la stimulation avec 1 µM de PGF2� pour une période de 1 min, elle 

a été effectuée en triplicata pour trois expériences indépendantes. Un test 

statistique de type ANOVA indique qu’il n’existe aucune différence significative 

entre les essais décrits ici. Ces résultats peuvent suggérer plusieurs choses : soit la 

protéine G�q est recrutée au récepteur FP à un temps de stimulation avec PGF2�

différent de ceux utilisés lors de l’essai, soit que la protéine G�q et le récepteur 

FP ne se retrouvent dans une orientation permettant un transfert efficace d’énergie 

entre les protéines PLuc et Venus. 
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Figure 3.10 : Interaction de la protéine G�q avec les récepteurs PAF et FP Les 
expériences ont été réalisées sur des cellules HEK 293 48 h suite à leur transfection. Les 
cellules ont été transfectées avec 1 µg d’ADNc pour les clones PAFR-Venus, FP-Venus 
et G�q-RLuc et 2 µg du clone RLuc (puisque les codons ne sont pas humanisés). Pour les 
essais de stimulation 5 µg d’ADNc de chacune des constructions (sauf pour RLuc où 10 
µg ont été transfectés) ont été transfectés dans des T-75. A) Interaction de G�q avec le 
récepteur PAF B) Interaction de G�q avec le récepteur PAF suite à une stimulation par 
cPAF Le véhicule est composé de 495 µL de PBS + 5 µL d’ethanol 100 % et la 
concentration de cPAF utilisée est de 1 µM finale. La stimulation est réalisée sur une 
période de 20 sec. C) Interaction de G�q avec le récepteur FP D) Interaction de G�q 
avec le récepteur FP suite à une stimulation par PGF2�. Le véhicule est composé de 999 
µL de PBS + 1 µL d’éthanol et le PGF2� est aussi utilisé à une concentration finale de 1 
µM. La stimulation est quant à elle effectuée sur une période de 1 min. Pour tous les 
essais, la technologie de BRET1 est utilisée et les cellules ont été re-suspendues dans du 
PBS 1 x avant que 0.2 ng/µL de Coelenterazine H ne soit ajouté à l’échantillon. Les 
données ont été récoltées à l’aide d’un appareil Fusion en utilisant un filtre de 450/58 nm 
pour les comptes d’émission de la luciférase ainsi qu’un filtre de 480/LP nm pour les 
comptes d’émission de Venus. Le ratio de BRET représente les comptes d’émission de la 
protéine Venus divisés par les comptes d’émission  de la luciférase. Les ratios de BRET 
récoltés sont les suivants (moyenne ± S.E) pour la figure A : PAFR-Venus avec G�q-
RLuc, 1.528 ± 0.013; PAFR-Venus avec G�q-RLuc en présence de G�1�2, 1.539 ± 
0.007; PAFR-Venus avec RLuc, 1.521 ± 0.009; PAFR-Venus avec RLuc en présence de 
G�1�2, 1.519 ± 0.014, pour la figure B PAFR-Venus avec G�q-RLuc stimulé avec le 
véhicule, 1.577 ± 0.001; PAFR-Venus avec G�q-RLuc en présence de G�1�2 stimulé 
avec le véhicule, 1.562 ± 0.000; PAFR-Venus avec G�q-RLuc stimulé avec 1 µM de 
cPAF, 1.573 ± 0.003; PAFR-Venus avec G�q-RLuc en présence de G�1�2 stimulé avec 1 
µM de cPAF, 1.561 ± 0.001;  PAFR-Venus avec RLuc stimulé avec le véhicule, 1.562 ± 
0.006; PAFR-Venus avec RLuc en présence de G�1�2 stimulé avec le véhicule, 1.540 ± 
0.001; PAFR-Venus avec RLuc stimulé avec 1 µM de cPAF, 1.556 ± 0.001; PAFR-
Venus avec RLuc en présence de G�1�2 stimulé avec 1 µM de cPAF, 1.547 ± 0.002. 
pour la figure C FP-Venus avec G�q-RLuc, 1.542 ± 0.008; FP-Venus avec G�q-RLuc en 
présence de G�1�2, 1.563 ± 0.019; FP-Venus avec RLuc, 1.540 ± 0.007; FP-Venus avec 
RLuc en présence de G�1�2, 1.544 ± 0.010. ainsi que pour la figure D FP-Venus avec 
G�q-RLuc stimulé avec le véhicule, 1.568 ± 0.022; FP-Venus avec G�q-RLuc en 
présence de G�1�2 stimulé avec le véhicule, 1.560 ± 0.018; FP-Venus avec G�q-RLuc 
stimulé avec 1 µM de PGF2�, 1.559 ± 0.017; FP-Venus avec G�q-RLuc en présence de 
G�1�2 stimulé avec 1 µM de PGF2�, 1.573 ± 0.018;  FP-Venus avec RLuc stimulé avec 
le véhicule, 1.542 ± 0.009; FP-Venus avec RLuc en présence de G�1�2 stimulé avec le 
véhicule, 1.520 ± 0.006; FP-Venus avec RLuc stimulé avec 1 µM de PGF2�, 1.544 ± 
0.000; FP-Venus avec RLuc en présence de G�1�2 stimulé avec 1 µM de PGF2�, 1.524 ± 
0.013. Les astérisques indiquent une différence significative selon un test statistique de 
type ANOVA :  * signifie p < 0.05 et ** signifie p< 0.01

Finalement, l’interaction entre les protéines G�� et les récepteurs PAF et 

FP est étudiée. En fait, c’est l’interaction avec la protéine G�2 en absence ou en 

présence de la protéine G�1 qui est analysée. La figure 3.11 A représente les 
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résultats obtenus lors de l’essai avec le récepteur PAF. La figure 3.11 B quant à 

elle représente les résultats obtenus lors de l’essai avec le récepteur FP.  

Le récepteur �2AR été utilisé comme contrôle positif lors de cet essai 

puisqu’une expérience similaire a été effectuée sur ce récepteur (52). Les résultats 

obtenus sous-entendent que la protéine G�2 interagit de manière constitutive avec 

le récepteur �2AR et que la présence de G�1 n’affecte pas l’interaction. Un test 

statistique te type ANOVA a été réalisé et il n’y a pas de différence significative 

entre les ratios de BRET obtenus en présence ou en absence G�1 pour chacune 

des protéines testées. Il est a noté que G�1�2 sont reconnus comme étant des 

dimères obligés, la présence de G�1 transfecté n’affecte pas l’interaction entre le 

récepteur et la protéine G�2 puisque les cellules HEK 293 contiennent une 

quantité de G�1 endogène suffisante.  
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Figure 3.11 : Interaction de la protéine G�2 avec ou sans G�1 pour les récepteurs 
PAF et FP Les expériences ont été réalisées sur des cellules HEK 293 48 h suite à leur 
transfection. Les cellules ont été transfectées avec 1 µg d’ADNc pour les clones PAFR-
RLuc, FP-RLuc, �2AR-RLuc, G�1 et G�2-GFP10 et 2 µg du clone CD4-GFP10. A) 
Interaction de G�2 avec le récepteur PAF B) Interaction de G�2 avec le récepteur FP. 
Pour tous les essais, la technologie de BRET2 est utilisée et les cellules ont été re-
suspendues dans du PBS 1 x avant que 5 µM de Coelenterazine 400A ne soient ajoutés à 
l’échantillon juste avant sa lecture. Les données ont été récoltées à l’aide d’un appareil 
Fusion en utilisant un filtre de 410/80 nm pour les comptes d’émission de la luciférase 
ainsi qu’un filtre de 51/35 nm pour les comptes d’émission de GFP10. Le ratio de BRET 
représente les comptes d’émission de la protéine GFP10 divisés par les comptes 
d’émission  de la luciférase. Les ratios de BRET récoltés sont les suivants (moyenne ± 
S.E) pour la figure A : PAFR-RLuc avec G�2-GFP10, 0.173 ± 0.019; PAFR-RLuc avec 
G�2-GFP10 en présence de G�1, 0.184 ± 0.011; PAFR-RLuc avec CD4-GFP10, 0.120 ± 
0.004; PAFR-RLuc avec CD4-GFP10 en présence de G�1, 0.120 ± 0.004; �2AR-RLuc 
avec G�2-GFP10 0.153 ± 0.007; �2AR-RLuc avec G�2-GFP10 en présence de G�1, 
0.156 ± 0.006 et pour la figure B FP-RLuc avec G�2-GFP10, 0.154 ± 0.020; FP-RLuc 
avec G�2-GFP10 en présence de G�1, 0.179 ± 0.004; FP-RLuc avec CD4-GFP10, 0.101 
± 0.005; FP-RLuc avec CD4-GFP10 en présence de G�1, 0.099 ± 0.005; �2AR-RLuc 
avec G�2-GFP10 0.153 ± 0.007; �2AR-RLuc avec G�2-GFP10 en présence de G�1, 
0.156 ± 0.006. Les astérisques indiquent une différence significative selon un test 
statistique de type ANOVA :  * signifie p < 0.05 et ** signifie p< 0.01
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 En conclusion, les récepteurs PAF et FP interagissent de manière 

constitutive avec les protéines G��, mais il reste encore des études à réaliser avant 

de pouvoir déterminer de quelle façon la protéine G�q se lie à ces récepteurs, 

suite à une stimulation par un agoniste ou encore de manière constitutive? 



4 Discussion :  

4.1 Les protéines de fusion sont exprimées dans les cellules HEK 293 

De nouvelles constructions des récepteurs �2AR, PAF et FP ont été 

réalisées et des étiquettes leur ont été ajoutées. Afin de s’assurer que les 

modifications ajoutées à ces récepteurs n’ont altéré en aucun cas leur 

comportement, ainsi que leur fonction biologique initiale, des études ont été 

réalisées. Ces étapes préliminaires sont très importantes puisqu’il faut s’assurer 

que la construction engendrée fonctionne de manière similaire à celle du récepteur 

naturel afin de pouvoir analyser les résultats convenablement.  

Il est tout d’abord important de s’assurer que le récepteur est bel et bien 

exprimé dans les cellules. Des préparations membranaires de la construction HA-

�2AR-SNAP ont été visualisées par IB (montré à la figure 3.1). Le monomère 

ainsi que le dimère de cette construction sont exprimés. Il est à noté que les 

formes monomériques ainsi que dimériques sont elles aussi visible pour le 

récepteur HA-�2AR, qui sert ici de contrôle positif, et que la différence observée 

entre les deux monomères est due à la présence de l’étiquette SNAP (qui a un 

poids moléculaire de 22 kDa). Il est, par contre, impossible de déterminer si la 

construction HA-�2AR-SNAP est bel et bien exprimée à la membrane plasmique 

par cet essai, puisque les préparations membranaires permettent de récolter toutes 

les membranes présentes dans la cellule, dont celle du noyau et du réticulum 

endoplasmique. D’autres manipulations, telles qu’un essai de stimulation des 

protéines MAPKs ou encore un essai de microscopie confocale, devront être 

réalisées afin de s’assurer que la construction est bien acheminée à la surface 

cellulaire.  

Pour ce qui est de la construction HA-PAFR-Venus, elle a été visualisée à 

l’aide d’un microscope confocal. Sur la figure 7.1 B il est possible de voir que le 
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récepteur est exprimé en grande majorité à la membrane plasmique, bien qu’une 

certaine quantité de récepteurs se trouve dans la cellule. La construction HA-FP a 

été détectée elle aussi par microscopie confocale. La figure 7.1 A montre bien 

que le récepteur est lui aussi exprimé à la membrane plasmique et encore une fois 

qu’une certaine quantité est visible à l’intérieur de la cellule. 

Les constructions générées sont donc convenablement exprimées dans les 

cellules HEK 293 et seront par conséquent utilisées au cours des prochaines 

expériences.  

4.2 Les récepteurs �2AR, PAFR et FP sont aptes à lier un ligand 

Afin de s’assurer que les constructions engendrées ont la capacité de lier 

leur ligand respectif, des expériences de stimulation des protéines MAPKs ont été 

réalisées. Les RCPGs couplés à la protéine G�q ont la capacité d’activer les 

protéines MAPKs via la phospholipase C. Dans le cas de la protéine G�s, 

l’activation de la voie de signalisation des MAPKs s’effectue via la protéine 

kinase A (105). L’activation de la voie de signalisation des MAPKs entraîne une 

cascade de phosphorylation des différents joueurs impliqués. Des anticorps très 

spécifiques sont maintenant disponibles sur le marché et permettent de détecter 

cette activation des protéines MAPKs par l’identification des protéines ERK 1/2 

phosphorylées.  

Un article publié par le groupe du Dr Stankova a démontré que le 

récepteur PAF à la capacité de provoquer la phosphorylation des protéines 

ERK1/2. Cette activation est amorcée 2 minutes après l’ajout du ligand cPAF. La 

phosphorylation des protéines ERK1/2 atteint son maximum dans les 5 minutes 

suivant l’ajout du ligand et continue jusqu’au temps 10 minutes (27). À la figure 

7.2 la phosphorylation de ERK1/2, pour la construction HA-PAFR, HA-PAFR-

Venus et cMyc-PAFR-RLuc, a été testée au temps 5 minutes et est bien visible. 
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Les contrôles des protéines ERK1/2 totales permettent de s’assurer que les 

changements observés dans la quantité de protéines phosphorylées ne sont pas 

causés par une modification dans la quantité de protéines ERK totales présentes 

dans la cellule lors de l’essai.  

Pour ce qui est du récepteur FP, un essai de stimulation des protéines 

MAPKs a été effectué dans des cellules granulaires lutéales avec le ligand PGF2�. 

Une phosphorylation des protéines ERK1/2 est observée après 5 minutes de 

stimulation et cette phosphorylation est soutenue sur une période d’au moins 20 

minutes (156). À la figure 7.2 la phosphorylation de ERK1/2, pour la 

construction HA-FP, HA-FP-Venus et cMyc-FP-RLuc a été testée au temps 5 

minutes et est bien visible. Les contrôles des protéines ERK1/2 totales permettent 

de s’assurer que les changements observés dans la quantité de protéines 

phosphorylées ne sont pas causés par une modification dans la quantité de 

protéines ERK totales présentes dans la cellule lors de l’essai.  

Les différentes constructions générées du récepteur PAF ainsi que du 

récepteur FP ont la capacité de lier un ligand et d’activer la voie de signalisation 

des MAPKs. Comme les ligands cPAF et PGF2� sont des molécules 

hydrophobes, il est impossible de déterminer par cet essai que les constructions 

sont spécifiquement acheminées à la membrane plasmique. 

Dans le cas de la construction HA-�2AR-SNAP, deux essais différents 

permettent de s’assurer que le ligand se lie au récepteur de façon convenable. 

L’essai de stimulation des protéines MAPKs montré à la figure 3.2 montre que 

les protéines ERK1/2 sont phosphorylées dans les 2 minutes suivant l’ajout de 

l’isoprotérénol. Encore une fois, la quantité de protéine ERK totale est constante 

d’un puits à l’autre, ce qui indique que les différences observées dans les résultats 

obtenus ne sont pas causées par un changement dans la quantité de protéines 

déposée sur gel. Il est très important de noter que le récepteur HA-�2AR-SNAP et 

le récepteur HA-�2AR génère une phosphorylation chez les protéines ERK1/2 
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identiques. Ainsi, l’ajout de l’étiquette SNAP au récepteur HA-�2AR n’affecte en 

rien sa capacité de signalisation (qui est similaire à celle retrouvée dans la 

littérature (93)). Cette expérience permet aussi de savoir que le récepteur est 

correctement acheminé à la membrane plasmique. Comme le ligand utilisé lors de 

l’essai de la figure 3.2, l’isoprotérénol, n’a pas la capacité de traverser la 

membrane plasmique due à son caractère hydrophile, il n’est apte qu’à se lier aux 

récepteurs présents à la membrane. En conclusion, le récepteur HA-�2AR-SNAP 

est acheminé à la membrane plasmique et engendre la phosphorylation des 

protéines MAPKs de façon similaire au récepteur �2AR.  

Un essai de liaison d’un ligand radiomarqué a aussi été réalisé. Encore une 

fois, la construction HA-�2AR-SNAP a été comparée à la construction HA-�2AR 

afin de s’assurer que l’ajout de l’étiquette SNAP ne modifie pas la quantité de 

récepteurs exprimée dans la cellule ainsi que sa capacité à lier un ligand. Comme 

dans cet article, publié au milieu des années 1980, c’est le ligand radioactif 125I-

CYP qui a été utilisé pour l’essai de la figure 3.3 (143). Un antagoniste des 

récepteurs �-adrénergique, l’alprénolol, a été utilisé pour calculer la quantité de 

liaisons non spécifiques ayant lieu au cours de l’essai. La quantité radioactivité se 

liant à la construction HA-�2AR-SNAP est similaire à celle interagissant avec le 

récepteur HA-�2AR. Par le fait même, la quantité de récepteurs exprimée dans la 

cellule est comparable pour les deux constructions et significativement différente 

de celle obtenue pour les cellules HEK 293 non transfectées et de celle obtenue 

lors du calcul de la quantité de liaisons non spécifiques. Par conséquent, la 

construction HA-�2AR-SNAP est apte à s’exprimer dans des cellules HEK 293 

ainsi qu’à lier un ligand radioactif le 125I-CYP.  

4.3 Les récepteurs �2AR, PAFR et FP dimérisent  

Peu d’information concernant les complexes de signalisation des 

récepteurs PAF et FP sont disponibles dans la littérature. Afin de mieux 

comprendre comment et quand ces complexes de signalisation sont formés des 
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études de BRET ont été réalisées. La capacité des récepteurs à homodimériser a 

tout d’abord été étudiée. La figure 3.8 A montre que le récepteur PAF ainsi que le 

récepteur FP ont la capacité de former des homodimères. Afin de s’assurer que les 

valeurs de BRET obtenues sont bien les résultats de réelles interactions, un essai 

de compétition a été réalisé (125). Les résultats, montrés à la figure 3.8 B (pour le 

récepteur PAF) et 3.8 C (pour le récepteur FP), ne peuvent confirmer que 

l’interaction vue à la figure 3.8 A est bien réelle. Ainsi, un essai de saturation 

devra être réalisé afin de s’assurer que les récepteurs PAF et FP ont la capacité 

d’homodimériser et que ce complexe représente l’unité de base de signalisation de 

ces deux récepteurs. 

Comme il a été démontré que beaucoup de RCPGs ont la capacité 

d’hétérodimériser entre eux (120) et que les récepteurs PAF et FP sont tous deux 

exprimés dans les cellules du muscle utérin (69, 117) il est possible que ceux-ci 

hétérodimérisent. Afin de vérifier cette hypothèse, une expérience de BRET a été 

réalisée. Il est possible de voir à la figure 3.9 que les récepteurs PAF et FP ont la 

capacité d’hétérodimériser. Cet hétérodimère pourrait en fait modifier la 

signalisation prenant place dans les cellules utérines soit en modifiant la réponse 

provoquée par la liaison de certains ligands ou encore modifier les cascades de 

signalisation activée suite à la liaison de ce ligand. Afin de déterminer le rôle 

exact que pourrait jouer ce dimère, des expériences plus poussées devront être 

réalisées.  

Il est connu que le récepteur �2AR a la capacité de dimériser. Plusieurs 

groupes de recherche différents l’ont montré en utilisant des techniques variées 

comme celle de la co-immunoprécipitation (65) ou encore lors d’essai de BRET 

(3). Afin de s’assurer encore une fois que la présence de l’étiquette SNAP n’altère 

en rien le comportement naturel du récepteur �2AR, un essai de co-

immunoprécipitation entre le récepteur HA-�2AR-SNAP et le récepteur �2AR-

RLuc est montré à la figure 3.4. Il est possible de voir que la présence de 

l’étiquette SNAP n’affecte en rien la dimérisation du récepteur et que les formes 
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monomériques ainsi que dimériques sont visibles sur l’IB, tout comme c’est le cas 

pour le récepteur ne possédant pas l’étiquette SNAP. Ainsi, la présence de 

l’étiquette SNAP ne modifie pas le comportement naturel du récepteur �2AR, qui 

est encore apte à dimériser et la construction HA-�2AR-SNAP pourra donc être 

utilisée au cours d’expériences ultérieures.  

4.4 L’étiquette SNAP comme nouvel outil d’étude, un mauvais 

candidat…

La première étape dans l’utilisation de l’étiquette SNAP en tant qu’outil 

pour l’étude de l’assemblage et de l’acheminement à la membrane plasmique du 

récepteur �2AR, a été de marquer l’étiquette avec le fluorophore BG-430. En se 

basant sur le protocole fourni par la compagnie Covalys (32), il a été possible de 

déterminer les conditions de réactions optimales (qui en fait, sont loin d’être 

parfaites !). Tel que montré à la figure 3.5, malgré plusieurs modifications dans la 

concentration de substrat utilisé, les temps de réaction et de lavage, la quantité de 

fluorescence demeure élevée dans la cellule en absence de l’étiquette SNAP. Un 

contrôle négatif de cellules transfectées avec la construction HA-�2AR-SNAP 

mais non marquées avec le substrat BG, a permis de s’assurer que la fluorescence 

n’est en aucun cas causée par la présence de l’étiquette SNAP. Deux raisons 

principales peuvent expliquer la quantité de fluorescence élevée chez les cellules 

transfectées avec la construction HA-�2AR et marquées avec le substrat : le BG-

430 n’est pas spécifique à l’étiquette SNAP et s’est lié à d’autres endroits ou 

encore le substrat BG-430 non lier n’a pas été retirer de la cellule au cours des 

étapes de lavages. Afin de déterminer laquelle de ces raisons est en cause, un essai 

BRET a été réalisé.  

Comme il a déjà été vérifier que la présence de l’étiquette SNAP n’altère 

en rien la capacité du récepteur �2AR à dimériser, il devrait être possible de voir 

l’interaction entre le récepteur HA-�2AR-SNAP et le récepteur �2AR-RLuc lors 
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d’un essai BRET. Puis, des essais BRET entre le récepteur �2AR-GFP et le 

récepteur �2AR-RLuc ont déjà été réalisés (3), cette expérience devrait donc être 

simple à exécuter. En fait, cet essai BRET va permettre de déterminer si le 

substrat BG-430 se lie de manière spécifique ou non à l’étiquette SNAP. Les 

résultats présentés à la figure 3.6 montrent qu’un signal BRET a lieu entre le 

récepteur HA-�2AR-SNAP marqué et le récepteur �2AR-RLuc, mais qu’aucun 

BRET n’a lieu entre ces deux récepteurs si le HA-�2AR-SNAP n’est pas marqué 

avec le substrat BG. Le point le plus important dans cette figure est de noter qu’en 

absence de l’étiquette SNAP (soit le récepteur HA-�2AR) même si les cellules 

sont marquées avec le substrat BG-430 le BRET entre les deux récepteurs n’a pas 

lieu. Ce qui signifie donc que le substrat BG-430 encore présent dans la cellule est 

en fait du substrat résiduel qui n’a pas été retiré au cours des étapes de lavages. La 

fluorescence mesurée au cours de l’essai de marquage n’est donc pas causée par 

une liaison non spécifique du substrat BG dans la cellule. 

Un essai de microscopie confocale a été par la suite réalisé. Cet essai 

permet de déterminer si le substrat BG qui n’a pas réagi avec l’étiquette SNAP se 

trouve libre dans le cytosol ou encore retenus dans des vésicules. À la figure 3.7 

il est possible de voir que la présence de l’étiquette SNAP n’altère en rien la 

distribution du récepteur �2AR dans la cellule, une grande partie se trouve à la 

surface cellulaire tandis qu’une autre portion des récepteurs est présente dans la 

cellule, probablement en majorité dans le RE (164). Le marquage avec le substrat 

BG-430 à quant à lui permis de constater qu’en l’absence de l’étiquette SNAP il 

n’existe pas de colocalisation entre le récepteur HA-�2AR et le BG-430. La 

présence de l’étiquette SNAP est donc nécessaire au marquage spécifique avec le 

substrat BG-430. Ainsi, le substrat non lié se trouve donc libre dans le cytosol de 

la cellule. Les étapes de lavages sont donc inefficaces et ne permettent pas de 

retirer convenablement le substrat BG-430 qui n’a pas réagi.  

Toutes ces informations permettent donc d’affirmer que l’étiquette SNAP 

n’est pas un outil d’étude polyvalent qui permettrait de bien étudier l’assemblage 
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et l’acheminement à la membrane plasmique des RCPGs. Comme le substrat 

résiduel demeure coincé dans les cellules, il pourrait interférer avec les 

expériences ou encore avec leur interprétation. Cet outil pourrait donc être utilisé 

dans le cas où l’étiquette SNAP serait extracellulaire et que le substrat utilisé ne 

serait pas perméable, ce qui éviterait une trop grande quantité de bruit de fond et 

faciliterait les étapes de manipulations ainsi que l’analyse des résultats (comme 

présenté dans cette lettre de la compagnie Covalys (33)). Un essai utilisant 

l’étiquette SNAP comme accepteur FRET a été développé et permet d’analyser en 

temps réel et de manière quantitative les interactions protéines-protéines de la 

surface cellulaire, comme par exemple l’oligomérisation des RCPGs. Cette 

technique ne présente pas de problèmes majeurs, comme ceux rencontrés au cours 

des expériences ici présentées. Ceci s’explique par le fait que l’étiquette SNAP se 

trouve à l’extrémité N-terminale du RCPG et par conséquent le substrat BG utilisé 

ne pénètre pas à l’intérieur de la cellule (donc aucune présence de bruit de fond) 

(108). Cette méthode représente donc une meilleure candidate et pourrait être 

utilisée au cours des études sur l’assemblage et l’acheminement à la membrane 

plasmique des RCPGs. 

4.5 Les récepteurs PAFR et FP interagissent avec les protéines G� et G�

de manière constitutive 

Comme le complexe de signalisation de base des récepteurs PAF et FP 

n’est pas très bien caractérisé, le moment, le lieu ainsi que la façon dont les 

protéines G�� interagissent avec ceux-ci ne sont pas connus. L’essai de BRET 

présenté à la figure 3.11 répond en partie à ces questions. Les résultats présentés 

montrent que la sous unité G�2 interagit avec les récepteurs de manière 

constitutive. Aucune activation par un agoniste n’est nécessaire au recrutement de 

cette protéine. L’absence de la protéine G�1 n’affecte en rien la formation de cette 

interaction. Il est toutefois important de noter que les protéines G�� forment des 

dimères obligés (144). Mais comme l’essai présenté à la figure 3.11 est réalisé 
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dans des cellules HEK 293 et que celles-ci contiennent une très grande quantité de 

protéine G� endogène, il est possible que celle-ci soit suffisante pour compenser 

pour l’absence de protéine G� transfectée. La liaison des protéines G�� pour les 

récepteurs PAF et FP est comparable à celle observée pour le récepteur �2AR 

(52). 

4.6 Les récepteurs PAFR et FP ne semblent pas interagir avec la protéine 

G� en absence de stimulation par l’agoniste 

L’interaction entre les récepteurs PAF et FP et la protéine G�q a par la 

suite été étudiée. Encore une fois, c’est la technique de BRET qui a été 

privilégiée. Contrairement à ce qui a été découvert pour le récepteur �2AR, ou la 

protéine G� interagit constitutivement (52), les résultats de la figure 3.10 A et C

démontrent que les récepteurs PAF et FP ne semblent pas interagir avec la G� de 

façon constitutive. Afin de déterminer si cette interaction nécessite la présence 

d’un agoniste pour prendre place un essai a été réalisé. Dans le cas du récepteur 

PAF (figure 3.10 B) l’ajout de l’agoniste cPAF n’entraîne pas une modification 

dans les ratios de BRET obtenus. Il en va de même pour le récepteur FP (figure 

3.10 D) l’ajout de son agoniste naturel le PGF2� ne modifie en rien les ratios de 

BRET détectés. La présence des protéines G�� favorise l’interaction de la 

protéine G� avec le récepteur �2AR (52). Mais pour ce qui est des récepteurs PAF 

et FP les résultats de la figure 3.10 démontrent que la présence des protéines G��

n’a aucun effet sur la liaison de G�q et ce, en présence ou en absence d’agoniste. 

Par conséquent, la liaison d’un agoniste aux récepteurs PAF et FP ne favorise pas 

le recrutement de la protéine G� au complexe de signalisation et la présence des 

protéines G�� ne change en rien les résultats obtenus. Ces résultats peuvent en fait 

avoir signification tout à fait différente. Il est possible que l’orientation des deux 

protéines de fusion ne soit pas optimale pour permettre au  transfert d’énergie de 

prendre place (64) malgré le fait que les deux protéines interagissent ensemble. Il 

est aussi possible que le choix du contrôle négatif CD4, ne soit pas convenable. Si 
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jamais ce dernier interagissait avec les récepteurs PAF et FP, les résultats obtenus 

ici auraient une signification tout à fait différente. Afin d’exclure cette possibilité 

des essais de compétition et de saturation devront être réalisés. Ainsi il est 

impossible d’exclure une interaction entre la protéine G�q et les récepteurs PAFR 

et FP (de façon constitutive ou encore suite à sa stimulation par un ligand). 

D’autres expériences devront être réalisées afin de déterminer à quel moment, 

comment et en présence de quel partenaire d’interaction la protéine G�q se lie aux 

récepteurs PAF et FP.  

4.7 Ce que vous ne lirez pas 

Le travail présenté ici se base sur deux projets sur lesquels j’ai concentré 

mes efforts, mais j’ai aussi eu l’opportunité de travailler sur deux autres projets. 

Le premier consistait en l’identification du site d’interaction des protéines G�� sur 

le récepteur �2AR. Le site d’interaction supposé se trouve sur la queue C-

terminale à proximité des sites de phosphorylation par les protéines GRKs et 

correspond à la séquence FXXXF, comme celui trouvé chez le récepteur 

muscarinique M3 (170). Des constructions de la queue C-terminale complète ainsi 

que tronquée du récepteur, couplées à la protéine GST, ont été réalisées dans 

notre laboratoire. Ces constructions ont été utilisées afin de déterminer si la perte 

du site d’interaction présumé entraînait la perte de la liaison de protéines G��. Il 

était aussi possible de déterminer si la perte des sites de phosphorylation par GRK 

modifiait la liaison de protéines G�� à son site d’interaction. Pour ce faire, des 

études de précipitation à l’aide de billes glutathione ont été réalisées en utilisant 

des protéines G�� purifiées ou encore des lysats cellulaires totaux effectués sur 

des cellules surexprimant les protéines G��. Plusieurs problèmes ont été 

rencontrés au cours de ces manipulations, mais le plus important est que les 

protéines G�� collent directement aux billes glutathione. La bande du contrôle 

négatif sur l’IB est donc très importante ce qui a pour effet de biaiser 

l’interprétation des résultats. Pour contrer ce problème, plusieurs modifications au 
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protocole ont été réalisées, que ce soit un changement dans la composition du 

tampon utilisé (comme une augmentation de la quantité de sel pour permettre de 

diminuer les interactions non spécifiques), une modification dans la quantité et le 

type de détergent utilisé, ou encore dans la façon de pré-traiter les billes avant 

l’expérience. Aucune de ces modifications n’a permis de résoudre les problèmes 

de liaisons non spécifiques des protéines G�� aux billes. Un essai 

d’immunobuvardage de type lointain a donc été designé. Au cours de cet essai, les 

étiquettes GST ont été séparées des queues C-teminales grâce au site de clivage 

de la thrombine présent entre l’étiquette GST et la protéine d’intérêt. Ce qui a 

permis de vérifier si l’interaction entre la partie C-terminale du récepteur �2AR 

complète ou encore les sections tronquées étaient aptes à interagir avec les 

protéines G�� et ce, en l’absence de l’étiquette GST. Les résultats obtenus ne sont 

pas significatifs et beaucoup de mise au point reste encore à faire afin de réussir à 

obtenir les conditions optimales. C’est à cette étape que le projet a été mis de côté.  

Pour ce qui est du second projet sur lequel j’ai travaillé et dont aucune 

mention n’est faite dans ce mémoire, il consiste en l’identification de différentes 

modifications post-traductionnelles du récepteur �2AR et l’endroit exact où elles 

prennent place dans la cellule. Pour ce faire, des constructions de dominants 

négatifs des petites protéines G Rab et Sar (qui permettent le transport des 

protéines formées dans le RE d’un compartiment cellulaire à l’autre) ont été 

utilisées. Des résultats préliminaires ont été obtenus pour ce projet, mais mes 

efforts ont été concentrés plus particulièrement sur un des projets décrits dans cet 

ouvrage.  

J’ai donc eu l’occasion de travailler sur quatre projets différents au cours 

de ces deux dernières années et demie. Je termine donc ma maîtrise avec un grand 

bagage dans la mise au point et la résolution de problèmes reliés aux 

manipulations, ce qui me sera fort utile au cours de ma carrière.  



5 Conclusions et Perspectives : 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont démontré que la 

construction générée du récepteur �2AR avec une étiquette SNAP à son extrémité 

C-terminale est fonctionnelle. Cette construction est exprimée dans des cellules 

HEK 293, est apte à lier son ligand, à être acheminée à la membrane plasmique et 

à homodimériser. Cette construction a été marquée avec le fluorophore BG-430. 

La quantité de fluorescence résiduelle présente dans la cellule est très élevée, 

même en absence de l’étiquette SNAP sur le récepteur. Un essai BRET a été 

réalisé et la construction HA-�2AR-SNAP est capable d’agir en tant qu’accepteur.  

Malgré le fait que l’étiquette SNAP aurait pu grandement accélérer les 

études de l’assemblage et de l’acheminement des RCPGs à la membrane 

plasmique, elle n’est finalement pas une bonne candidate. Le substrat libre dans la 

cellule est difficile à retirer ce qui cause un bruit de fond trop élevé. Des outils de 

travail plus traditionnels déjà disponibles sur le marché et possédant de bons 

rendements permettent d’obtenir de meilleurs résultats et leur coût de production 

est, en général, moins élevé. Afin d’améliorer cet essai, il serait possible de 

designer une construction de récepteur contenant l’étiquette SNAP à son 

extrémité extra-cellulaire. Dans ce cas-là, le marquage pourrait être effectué avec 

un substrat BG non perméable à la membrane, ce qui éliminerait la présence de 

bruit de fond à l’intérieur de la cellule.  

Dans le cas des récepteurs PAF et FP, les constructions générées sont elles 

aussi capables de lier un ligand et de stimuler la voie de signalisation des 

protéines ERK 1/2. Ils ont aussi la capacité d’atteindre la membrane plasmique. 

Des expériences de BRET ont permis de déterminer que les récepteurs PAF et FP 

homodimérisent. Cet essai n’a par contre, pas pu être compétitionné. Un 

hétérodimère formé des récepteurs PAF et FP est lui aussi détecté. Les protéines 

G�� interagissent de manière constitutive avec ces récepteurs. Afin de s’assurer 
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que chacune des interactions observées au cours des ces essais BRET sont bel et 

bien réelles, des essais de de compétition et de saturation devront être réalisés. 

Dans le cas de la protéine G�q, aucun signal de BRET n’est détecté et ce en 

présence ou en absence de stimulation par un agoniste. Afin d’optimiser cet essai, 

il serait intéressant de modifier l’emplacement des protéines de fusion RLuc et 

Venus au sein des constructions des récepteurs PAF, FP ou encore de la protéine 

G�q. Cette modification permettrait peut-être aux deux protéines fluorescentes se 

trouver dans une orientation favorisant le transfert d’énergie entre le donneur et 

l’accepteur, ainsi, l’interaction entre les récepteurs PAF ou FP et la protéine G�q 

pourrait peut-être être détectée. 

Des études plus poussées concernant la liaison des protéines G� au 

récepteur PAF et FP doivent être réalisées afin de déterminer dans quelle 

condition cette interaction prend place. Le rôle et les conséquences de 

l’hétérodimérisation des récepteurs PAF et FP sur sa signalisation et son 

activation par des agonistes doivent être étudiés. Des études concernant les 

effecteurs liés à ces récepteurs doivent aussi être réalisées. Bref, les expériences 

présentées ici ne représentent que la première étape dans la compréhension du 

complexe de signalisation formé par les récepteurs PAF et FP.  
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7 Annexes : 
7.1 Annexe 1 : Résultats décrivant la fonctionnalité des constructions 

utilisées pour les récepteurs PAF et FP 

Figure 7.1 Essai de microscopie confocale : Les images ont été prises sur des cellules 
HEK 293 48 h suite à leur transfection avec les différentes constructions indiquées. A)
HA-FP Anticorps primaire utilisé : anti-FPR clone 3E12-2B2 provenant du CTiGAR 1 : 
100 dans du PBS1X-BSA4%-0,025%Triton-X-100 pendant 1h30 à RT et anticorps 
secondaire : anti-IgG souris couplé au fluorophore Alexa 488 1 : 1000 dans même 
solution que le primaire, pour 45 min à TP sont utilisés lors de l’essai B) HA-PAFR-
Venus Les photos ont été prises sur un microscope LSM510 de Zeiss à l’aide du laser 
Argon2  qui a une excitation à 458, 488 et 514 nm et du filtre de HFT488 et de type 
« band pass » 505-530 nm pour le fluorophore Alexa 488  ou encore du laser Argon2 qui 
a une excitation à 458, 488 et 514 nm utilisé en combinaison avec le filtre « band pass » 
530-600 nm pour la protéine fluorescente Venus. L’objectif à immersion de 63 X a été 
utilisé. 
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A) 

B) 

C) 
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Figure 7.2 Essai de stimulation des protéines MAPKs A) Constructions HA-PAFR et 
HA-FP, B) Constructions HA-PAF-Venus et HA-FP-Venus C) Constructions cMyc-
PAFR-RLuc et cMys-FP-Venus L’IB a été réalisé sur des cellules HEK293 qui ont été 
transfectées de manière transitoire et qui 48 h post-transfection ont été stimulées de la 
drogue (1 µM de cPAF ou 1 µM de PGF2�) ou encore avec le véhicule (eau et DMEM) 
et récoltées dans du tampon Laemmli. (Le temps 0 représente des cellules HEK 293 
transfectées avec le récepteur et directement re-suspendues dans tu tampon Laemmli, 
sans drogue). L’anticorps primaire utilisé pour la détection des protéines phosphorylées 
sur la membrane de nitrocellulose est l’anti-phospho ERK 1/2 (dilution 1 : 1000). 
L’anticorps primaire utilisé pour la détection des protéines ERK totales est l’anti-total 
ERK C.T. (dilution 1 : 5000). L’anticorps secondaire est quant à lui l’anti-IgG de souris 
couplé à la HRP utilisé à une dilution de 1 : 20 000.   
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