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Résumé 

 

 Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) forment l’une des plus grandes 

familles de protéines codées par le génome humain. Ces récepteurs sont impliqués dans la 

régulation de nombreux processus physiologiques et représentent des cibles 

pharmacologiques majeures. Plus de 30% des médicaments actuellement sur le marché ciblent 

les RCPG. Notre équipe s’intéresse aux mécanismes moléculaires et cellulaires qui sous-

tendent les réponses adaptatives liées à la stimulation chronique des RCPG. Récemment, nous 

avons identifié une nouvelle famille de protéines interagissant avec les RCPG, les protéines 

GASP pour « G protein-coupled receptor Associated Sorting Protein » (Abu-Helo& Simonin 

2010;Simonin et al., 2004). Il a été proposé que ces protéines moduleraient le trafic 

intracellulaire des RCPG après endocytose provoquée par les ligands. L’objectif de notre 

équipe est de mieux comprendre le rôle de ces protéines dans la régulation de l’activité et du 

trafic intracellulaire des RCPG et les conséquences fonctionnelles de l’interaction GASP-

RCPG. Dans ce contexte, Nous avons concentré mon projet de thèse sur l’interaction de la 

protéine GASP-1 avec le récepteur beta2-adrénergique (Bœuf et al., 2009). Lors d’une étude 

préliminaire, nous avons montré que GASP-1 et GASP-2 pouvaient interagir avec de 

nombreux RCPG dont le récepteur adrénergique bêta-2. In vivo, ce récepteur module de 

nombreuses fonctions physiologiques dont la fonction respiratoire. Il représente une cible 

importante de médicaments utilisés dans le traitement de l’asthme (beta-2 mimétiques). Afin 

d’étudier l’implication de GASP-1 dans la régulation de l’activité de ce récepteur, nous avons 

utilisé une combinaison d’approches in vitro et in vivo (Bœufet al., 2009). 

Les agonistes du récepteur bêta2-adrénergique sont des bronchodilatateurs puissants. 

Ils représentent des outils thérapeutiques majeurs dans le traitement de l'asthme. Dans les 

années 80-90, une recrudescence de mort par asthme a été observée; elle a été reliée à 

l'utilisation au long cours, en monothérapie, d'agonistes beta2-adrénergiques en particulier 

d'agonistes de longue durée d'action (LABA) alors commercialisés (Sears et al., 1994 ). Plus 

récemment, une méta-analyse incluant différents essais cliniques a confirmé que des patients 

traités pendant quatre semaines ou plus avec le formotérol (un agoniste de type LABA) 

présentaient un risque significativement plus élevé d’effet secondaire grâve (Cates and Cates 

2012) et pourraient présenter un risque plus élevé de mort par asthme (Wijessinghe et 

al.,2009). Ces problèmes ont été reliés à un remaniement du muscle lisse bronchique et au 

développement d'une hyper-réactivité bronchique directement générés par le formotérol. 
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L’équipe du Dr F Simonin, dans laquelle je fais ma thèse, a identifié une nouvelle 

famille de protéines de fonction inconnue interagissant avec les récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG), les protéines GASP (Abu-Helo &Simonin 2010;Simonin et al., 2004). 

Le premier membre de la famille, GASP-1, interagit avec plusieurs RCPG dont le récepteur 

bêta2-adrénergique. Mon projet de thèse consiste à étudier l’implication de la protéine GASP-

1 dans l’hyper-réactivité bronchique induite par les agonistes bêta2-adrénergiques en 

comparant des souris sauvages et des souris génétiquement déficientes pour la protéine 

GASP-1 (KO GASP-1) qui ont été générées au laboratoire. 

En collaboration avec l’équipe du Dr N. Frossard (spécialisée dans l’étude de la 

fonction respiratoire), nous avons mis au point et validé un modèle murin de traitement par les 

agonistes bêta2-adrénergiques chez la souris dans lequel sont étudiés i) les effets 

bronchodilatateurs aigus des agonistes bêta2-adrénergiques ainsi que ii) l'hyper-réactivité 

bronchique et le remaniement du muscle lisse bronchique associés à un traitement chronique 

(35 jours) par ces agonistes. Dans ce modèle, la réactivité bronchique des animaux est évaluée 

à l'aide de deux techniques différentes. L'une, consiste à mesurer la réactivité bronchique chez 

l'animal vigile à l'aide d'un pléthysmographe barométrique. L'autre, mesure directement la 

réactivité des voies aériennes chez l'animal anesthésié (technologie Flexivent®). Par ailleurs, 

nous avons associé ces mesures physiologiques à des mesures biochimiques et des coupes 

histologiques réalisées sur les poumons des animaux prélevés en fin d'expérience. 

Dans un premier temps, nous avons montré que l'effet bronchodilatateur aigu du 

formotérol n'est pas différent entre les souris sauvages et KO GASP-1. De manière 

intéressante, nous avons ensuite observé qu'un traitement chronique de 35 jours par le 

formotérol administré par voie intranasale induit le développement d'une réactivité 

bronchique exagérée (par comparaison aux contrôles non-traités) chez les animaux sauvages 

mais pas chez les KO GASP-1. Par ailleurs, nous avons observé que le développement de 

cette hyper-réactivité bronchique est corrélée à une augmentation du niveau de collagène dans 

les poumons des souris sauvages qui n'est pas observée chez les KO GASP-1. Ce résultat est 

confirmé par l'observation de coupes histologiques qui révèlent un remaniement du muscle 

lisse bronchique chez les animaux sauvages mais pas chez KO GASP-1.  

Par la suite nous avons initié des travaux afin de mieux comprendre le mécanisme 

moléculaire à l'origine de l'absence d'hyper-réactivité bronchique observée chez les KO 

GASP-1. Comme un rôle de la protéine GASP-1 dans la dégradation lysosomale des RCPG a 

été proposé (Whistler et al., 2002), nous avons mesuré le nombre de récepteurs bêta2-

adrénergiques dans les poumons des animaux ayant subi un traitement chronique par le 
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formotérol. Nous  avons pas observé de différences entre les animaux sauvages et KO GASP-

1, ce qui suggère que, dans ce contexte pathophysiologique, GASP-1 n'est pas impliqué dans 

la dégradation des récepteurs bêta2-adrénergiques. Plusieurs publications récentes suggèrent 

que l’hyper-réactivité bronchique observée sur l’animal entier serait due à une modification 

de la signalisation du récepteur bêta-2 adrénergique dans les cellules du muscle lisse 

bronchique (Nino et al., 2009; Yang et al., 2011). Nous avons initié des travaux pour évaluer 

la contribution de GASP-1 à la signalisation de ce récepteur dans des cellules de muscle lisse 

bronchique humain en culture. 

Dans l’ensemble, ces travaux nous ont permis de mettre en évidence, pour la première 

fois, le rôle de GASP-1 dans les adaptations liées à la stimulation chronique des RCPG et en 

particulier du récepteur b2-adrénergique, identifiant ainsi une cible potentielle pour limiter les 

effets indésirables des traitements chroniques par les agonistes de ce récepteur dans le 

traitement de l'asthme.  
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Abstract 

  

The G-protein coupled receptors (GPCRs) constitute one of the largest families of 

proteins encoded by the human genome. These receptors are involved in the regulation of 

many physiological processes and are major drug targets. More than 30% of drugs currently 

on the market target GPCRs. Our team focuses on the molecular and cellular mechanisms 

underlying adaptive responses related to chronic stimulation of GPCRs. Recently, we 

identified a new family of proteins that interact with GPCRs, protein GASP "G protein-

coupled receptor Associated Sorting Protein" (Abu-Helo & Simonin 2010. Simonin et al, 

2004) .It was proposed that these proteins modulate intracellular trafficking of GPCRs after 

endocytosis induced by ligands. The goal of our team is to better understand the role of these 

proteins in regulating the activity and intracellular trafficking of GPCRs and functional 

consequences of the interaction GASP-GPCRs. In this context, we focused my thesis project 

on the interaction of GASP-1 protein with the beta2-adrenergic receptor (Boeuf et al., 2009). 

In a preliminary study, we have shown that GASP-1 and GASP-2 can interact with many 

GPCRs including the adrenergic receptor beta-2. In vivo, this receptor modulates different 

physiological functions including the respiratory function and represents an important target 

for drugs used in the treatment of asthma (beta-2 agonists). To investigate the involvement of 

GASP-1 in regulating the activity of this receptor, we used a combination of approaches in 

vitro and in vivo (Bœufet al., 2009).  

Beta2-adrenergic agonists are potent bronchodilators and represent major therapeutic 

tools in the treatment of asthma. In 80-90 years, a resurgence of death from asthma was 

observed, which has been linked to long-term use in monotherapy of beta2-adrenergic 

agonists in particular long-acting beta2 agonists (LABA) then marketed (Sears et al., 1994). 

More recently, a meta-analysis including various clinical trials confirmed that patients treated 

for four weeks or more with formoterol (LABA agonist type) had a significantly higher risk 

of serious side effects (Cates and Cates 2012). These problems were related to a 

reorganization of the airway smooth muscle and the development of airway 

hyperresponsiveness generated directly by chronic administration of formoterol. 

The team of Dr. Simonin F, in which I did my PhD, has identified a new family of 

proteins of unknown function that interacts with the G protein-coupled receptors (GPCRs), 

the GASP proteins (Abu-Helo & Simonin 2010; Simonin et al . 2004). The first member of 

the family, GASP-1 interacts with several GPCRs including beta2-adrenergic receptor. My 
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thesis project was to study the involvement of the protein GASP-1 in bronchial 

hyperresponsiveness induced by beta2-adrenergic agonists by comparing wild-type mice and  

GASP-1 genetically deficient mice (GASP- 1 KO), which were generated in the laboratory. In 

collaboration with the team of Dr. N. Frossard (specialized in the study of respiratory 

function), we have developed and validated a murine model of treatment with beta2-

adrenergic agonists in mice in which we have studied i) acute bronchodilators beta2-

adrenergic effects and ii) bronchial hyperreactivity and remodeling of the airway smooth 

muscle associated with chronic treatment (35 days) by these agonists. In this model, we 

assessed the bronchial responsiveness of the animals by using two different techniques. The 

first one allows measuring bronchial responsiveness in the vigil animals by using a barometric 

plethysmograph while the other one, directly measures airway responsiveness in anesthetized 

animals (Flexivent® technology). In addition, we combined these physiological 

measurements with biochemical investigations and histological sections performed on the 

lungs of animals taken at the end of experiments.  

At first, we showed that the acute bronchodilator effect of formoterol is not different 

between wild-type and GASP-1 KO mice. Interestingly, we then observed that chronic 

treatment with formoterol 35 days administered intranasally induces the development of an 

exaggerated bronchial reactivity (compared to untreated controls) in wild-type animals but not 

in GASP-1 KO. Furthermore, we observed that the development of this bronchial 

hyperresponsiveness correlated with an increase in collagen levels in the lungs of wild-type 

mice that was not observed in GASP-1 KO animals. This result was confirmed by the 

observation of histological sections revealing a redesign of bronchial smooth muscle in wild-

type but not GASP-1 KO animals. We further initiated work to better understand the 

molecular mechanism underlying the absence of bronchial hyperresponsiveness observed in 

GASP-1 KO. As a role of the GASP-1 protein in lysosomal degradation of GPCRs has been 

proposed (Whistler et al., 2002), we measured the number of beta2-adrenergic receptors in the 

lungs of animals subjected to chronic treatment with formoterol. We did not observe any 

differences between wild-type and GASP-1 KO animals, suggesting that in this 

pathophysiological context, GASP-1 is not involved in the degradation of beta2-adrenergic 

receptors. Several recent publications suggest that the bronchial hyperresponsiveness 

observed in the whole animal is due to a change in beta-2 adrenergic receptor signaling in 

cells from the airway smooth muscle (Nino et al., 2009; Yang et al., 2011). We therefore 

initiated work to assess the contribution of GASP-1 in beta-2 adrenergic receptor signaling in 

primary human bronchial smooth muscle cells in culture.  
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Overall, this work has allowed us to demonstrate, for the first time, the role of GASP-1 

in adaptations related to chronic stimulation of GPCRs and in particular the beta2-adrenergic 

receptor, thereby identifying a potential target for limiting the adverse effects of chronic 

treatment with agonists of this receptor in the treatment of asthma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCTION 
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I.1. Les Récepteurs Couplés aux Protéines G 

 

 La membrane plasmique d’une cellule forme une barrière séparant le milieu 

intracellulaire du milieu extracellulaire. Or, des nutriments et de nombreuses informations 

doivent être captés et transmis par les cellules cibles de l’organisme. C’est pourquoi les 

membranes cellulaires, en plus d’accepter sous certaines conditions des transferts passifs de 

certaines molécules, présentent à leur surface des protéines spécifiques capables d’assurer 

différentes fonctions. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) en font partie et 

constituent l’une des plus grandes familles de protéines. Chez les mammifères, ils 

représentent 5% des protéines cellulaires totales et plus de 2% du génome humain. Ces 

récepteurs peuvent répondre à de multiples ligands, tels que des phéromones, des peptides, 

des hormones, des protéines telles que des facteurs de croissance, des photons, des ions. 

(Figure 1).Bien qu’aujourd’hui il a été montré que certaines voies de signalisation des RCPG 

ne passent pas par la protéine G, la plupart des effets cellulaires associés aux RCPG s’opèrent 

en stimulant l’échange du GDP par le GTP sur la sous-unité alpha des protéines G, ce qui 

constitue une étape clef du cycle d’activation des protéines G. Ces protéines G sont 

hétérotrimériques : elles sont composées d’une sous-unité Gα à activité GTPasique et de deux 

sous-unités Gβ/γ indissociables. Les RCPG contrôlent, au travers de l’activation des protéines 

G après fixation d’un ligand agoniste sur le récepteur, le déclenchement de plusieurs cascades 

de signalisation en modulant l’activité de différents effecteurs tels que des enzymes 

(adénylate cyclases, phosphodiestérases, phospholipases, etc.), des canaux ioniques (Ca2+, 

K+), des transports vésiculaires et des kinases (Figure 1). 

 La présence des RCPG à la membrane est finement régulée, notamment par le processus 

d’internalisation à la suite de la stimulation par un agoniste. Pour une majorité de RCPG 

étudiés, ce processus d’internalisation fait intervenir deux protéines cytoplasmiques, les β-

arrestines qui jouent le rôle de protéines d’échafaudage en connectant les récepteurs à la 

machinerie d’endocytose de la cellule. Il a été découvert récemment que les β-arrestinessont 

aussi capables de recruter un grand nombre de protéines de la signalisation permettantaux 

récepteurs d’émettre un signal indépendamment des protéines G. La découverte deligands dits 

« biaisés » capables d’activer sélectivement les voies de signalisationdépendantes des 

protéines G ou des β-arrestines a ouvert de nouvelles perspectives dans le domaine de la 

pharmacologie des RCPG et du développement de nouvelles molécules thérapeutiques 

(Marinissen &Gutkind, 2001). 
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Les RCPG sont impliqués, directement ou indirectement, dans la modulation de processus 

physiologiques très variés comme la vision, l’olfaction, la digestion, l’immunité, la 

nociception ou la croissance cellulaire. 

 Nombreux, diversifiés et multifonctionnels, ces récepteursinterviennent aussi dans les 

mécanismes de maintes physiopathologies, telles que cancers, troubles neurologiques et 

cardiovasculaires, infections bactériennes et virales... Leur dynamique alors, en tant que 

facteurs de dérèglements, peut résulter de mutations ou de surexpression de leur activité. De 

par l’importance de leur rôle dans la genèse de nombreuses pathologies, les RCPG sont très 

largement visés par la pharmacologie, où ils entrent pour environ 50% des médicaments 

actuellement sur le marché (Marinissen&Gutkind, 2001). 

 

 

Photon Ca**  Phéromones  Petites molécules endogènes Protéines 

 

 

Figure 1 :Les différents partenaires impliqués dans la transduction du signal via 

lesrécepteurs couplés aux protéines G 

Schéma selon (Bockaert, 1996). 

 

 

I.1.1. Découverte des RCPG 
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 Jusqu’à la seconde moitié du 19ème siècle, l’efficacité et la spécificité de l’action de 

molécules telles que la morphine ou la quinine, demeurent vaguement expliquées, notamment 

par la puissance chimique et l’affinité pour certains organes ou tissus. C’est seulement à partir 

de 1860 que la relation entre la structure chimique d’une molécule et son effet 

pharmacologique est étudiée systématiquement. Paul Ehrlich, immunologiste Berlinois a été 

l’un des premiers à développer une théorie autour de l’idée de récepteur. C’est ainsi qu’en 

1878, ses travaux l’amènent à supposer l’existence d’une entité chimique spécifique de la 

cellule qui serait responsable du marquage sélectif des colorants cellulaires (Ehrlich, 

1956).Vingt ans plus tard, se fondant sur l’hypothèse que des « chaînes latérales » de la 

cellule pourraient lier certaines toxines(Ehrlich, 1957 a), il développera la « théorie des 

chaînes latérales » (side-chaintheory) des toxines. Il évoquera ensuite l’idée selon laquelle il 

existe de nombreuses chaînes latérales, et à ce terme de « chaîne latérale » il substituera celui 

de « récepteur » (Ehrlich,1957 b).De son côté, dans le cadre de son travail relatif à l’action de 

la nicotine et du curare sur la contraction musculaire, le physiologiste britannique John 

Newport Langleydéveloppe, en 1905, l’idée d’une « substance réceptive » (Langley, 1905). 

A la fin des années 1930, le pharmacologiste Alfred Joseph Clark pose les bases de l’analyse 

pharmacologique moderne en apportant une approche quantitative à l’effet des drogues. En 

effet, de par des calculs de taille moléculaire et de surface cellulaire, Clark déduit que des 

drogues comme l’adrénaline et l’acétylcholine se lient avec certains récepteurs spécifiques 

mais minoritairement exprimés à la surface des cellules cardiaques. Ces études conduiront 

Clark à conclure que l’action pharmacologique d’un composé est directement proportionnelle 

au nombre de récepteurs occupés (Clark, 1933). L’introduction des ligands radio-marqués, 

durant dans les années 1970, ouvre la porte de l’ère moléculaire de la recherche sur les 

récepteurs,  en apportant des données sur la régulation du nombre de récepteurs ainsi que sur 

le mode de liaison du ligand au récepteur.  

 Mais ce n’est qu’en 1979 qu’intervient la découverte matérielle des récepteurs. Cette 

découverte résulte des travaux de l’équipe de Robert J. Lefkowitz qui, par chromatographie 

d’affinité, purifia le récepteur ß2-adrénergique. Et en 1986, la même équipe parviendra, en 

collaboration avec des chercheurs de Merck, à cloner le gène et l’ADNc du récepteur ß2-

adrénergique (Dixon et al., 1986). 

L’analyse de la séquence du récepteur ß2-adrénergique révèle de nombreuses similarités avec 

une autre protéine, la rhodopsine bovinequi, à l’époque, constitue le modèle d’étude des 

protéines membranaires. Cette homologie de séquence entre le récepteur ß2-adrénergique et la 

rhodopsine bovine suggère que ces deux protéines partagent une structure très similaire et fait 
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ainsi naître l’idée d’une famille de gènes codant pour des récepteurs membranaires. Cette 

découverte marque le début de la recherche sur les RCPG et sera suivie par le clonage de 

nombreux autres gènes codant pour ces récepteurs, renforçant l’idée de l’existence d’une 

superfamille de gènes codant pour les RCPG. 

 De récentes études révèlent aujourd’hui l’existence d’environ 900 gènes codant pour 

des RCPG : 400 seraient des récepteurs capables de lier des ligands endogènes, et 500 seraient 

des récepteurs gustatifs et olfactifs (Schioth&Fredriksson, 2005). Mais en l’état actuel des 

connaissances on estime à une centaine le nombre de RCPG toujours sans ligand associé – 

dits « RCPG orphelins » (Chung et al., 2008). Il convient cependant de souligner que dans le 

domaine des RCPG le champ de la recherche reste largement ouvert et prometteur : la 

découverte incessante de nouveaux peptides et l’existence de nombreux récepteurs orphelins 

laissent en effet augurer de nombreuses découvertes à venir. 

 

I.1.2. Structure des RCPG 

 

L’un des RCPG les plus étudiés à compter des années 1950 a été la rhodopsine bovine, qui est 

présente en très grande concentration dans la rétine des bovins. La rhodopsine bovine a pu 

être isolée, et de nombreuses études visant à déterminer sa structure ont été menées. A cet 

égard, des expériences de dichroïsme circulaire effectuées en 1977 ont permis d’établir que la 

rhodopsine est constituée  d’environ 30% d’hélices. Par ailleurs, on a pu observer que les 

extrémités N-terminale et C-terminale se situent de part et d’autre de la membrane plasmique, 

et que la majeure partie de la rhodopsine se présente comme une protéine insérée dans la 

membrane grâce à sept hélices transmembranaires (Raffertyet al., 1977). L’isolement et 

l’analyse de la séquence du gène de la rhodopsine bovine interviennent en 1983 et permettent 

de construire la carte d’hydrophobicité de la protéine montrant six domaines hydrophobes 

transmembranaires (Nathans& Hogness, 1983). En 1975, l’équipe d’Unwin établit le 

rapprochement avec la structure à sept domaines transmembranaires de la bactériorhodopsine, 

qui avait été cristallisée à une résolution de 7Å (Henderson & Unwin,1975). Dans les années 

1990, les premiers cristaux en deux dimensions de la rhodopsine bovine sont disponibles et, 

grâce à l’application de la microscopie électronique à ces cristaux, la structure en sept 

domaines transmembranaires est identifiée en créant une projection de la protéine dans une 

bicouche lipidique. Un véritable bond en avant est réalisé en 2000 par Palczewski, avec 

l’obtention du cristal en trois dimensions avec une forte résolution (2,8Å) de la rhodopsine 
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bovine (Palczewskiet al., 2000). Il faudra attendre 2007, pour que les groupes de Kobilka et 

Stevens réussissent à obtenir le cristal du premier RCPG non visuel, le récepteur ß2- 

adrénergique avec une résolution de 3,4Å-3,7Å(Palczewski et al., 2000). Les auteurs notent 

une différence structurale entre le ß2-adrénergique et la rhodopsine principalement au niveau 

de l’interaction entre l’extrémité cytoplasmique des domaines transmembranaires 3 et 6 et de 

la seconde boucle extracellulaire (Rasmussen et al., 2007). Un an plus tard, deux autres 

cristaux de RCPG seront obtenus : le récepteur ß1-adrénergique et le récepteur adénosine 

A2A (Warne et al., 2008; Jaakola et al., 2008). La cristallisation, ces dernières années, de 

récepteurs autres que la rhodopsine, a permis de conforter les données indirectes d’ores et 

déjà obtenues, et a considérablement amélioré la compréhension des mécanismes d’activation 

des RCPG ainsi que des modes de liaison des ligands aux récepteurs(Rasmussen et al., 2007). 

 La comparaison des séquences des RCPG révèle une topologie membranaire commune : 

sept segments hydrophobes transmembranaires en hélice, particulièrement bien conservés et 

composés chacun d’environ 25 à 35 acides aminés. Ces segments transmembranaires sont 

reliés entre eux par trois boucles cytoplasmiques et trois boucles extracellulaires. Les 

extrémités N-terminale et C-terminale se situent respectivement du côté extracellulaire et 

intracellulaire. Les boucles extracellulaires 1 et 2 présentent toutes deux une cystéine, qui 

peut former un pont disulfure. L’extrémité carboxy-terminale possède un site possible de 

palmitoylation après la courte hélice 8 située directement à la sortie du domaine 

transmembranaire 7. Ce site de modification post-traductionnel représente un ancrage 

lipidique dans la membrane, pouvant, ainsi, créer une quatrième boucle intracellulaire (Figure 

2).D’importantes variations de taillesdans la longueur des extrémités amino-terminale et 

carboxy-terminale, ainsi que des boucles, permettent de différencier les RCPG constituant un 

des critères qui a permis de caractériser les différentes familles de RCPG.  
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Figure 2 : Structure schématique générale des récepteurs couplés aux protéines-G. 

Représentation schématique d'un RCPG, en deux dimensions. (Ehrlich,1956). Les sept domaines 

transmembranaires hydrophobes (TM1 à TM7), sont reliés par trois boucles intracellulaires (I1, I2, I3) et trois 

extracellulaires (El, E2, E3). Un pont disulfure relie El à E2. L'extrémité amino-terminale (NH2) est 

extracellulaire, l'extrémité carboxy-terminale (COOH) est intracellulaire. Cette dernière peut présenter un 

ancrage lipidique dans la membrane, ce qui crée une quatrième boucle, 14 
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I. 1.3. Classification des RCPG 

 

 L’ensemble des RCPG constitue une superfamille, laquelle est structurée en sous-

groupes ou familles. On en dénombre plusieurs classifications, établies sur la base dedivers 

critères : séquence, mode de liaison du ligand, structure, phylogénie, composition en acides 

aminés… (Kumariet al., 2009). Aujourd’hui, c’est la classification établie en 1994 par 

Kolakowski qui reste encore la plus souvent retenue. Celle-ci, basée sur la recherche de 

similarité entre RCPG connus de vertébrés ou d’invertébrés(Kolakowski, 1994), fixe sept 

classes : A, B, C, D, E, F, O. 

Cette classification servira par la suite de base pour créer, dans les années 2000, la base de 

données des RCPG, appelée GPCRDB (Horn et al., 2003). Une autre classification 

importante, proposée par Joël Bockaert et Jean-Philippe Pin, répertorie les RCPG dans cinq 

classes sur la base de critères structuraux et du mode de liaison du ligand (Bockaert & Pin, 

1999). Depuis, après le séquençage du génome humain, un nouveau système résultant de 

l’analyse phylogénétique des RCPG a été créé : le système GRAFS. Celui-ci classifie les 

RCPG en cinq groupes distincts : G (Glutamate), R (Rhodopsine), A (Adhésion), F 

(Frizzled/Taste), et S (Sécrétine) (Schioth&Fredriksson, 2005). 

 

 Dans ce chapitre nous ne détaillerons que la classification de Kolakowski-qui est celle 

la plus utilisée Cette classificationattribue une lettre à chaque famille de RCPG : A pour 

Rhodopsin-like, B pour Secretin-like, C pour Metabotrope-glutamate/pheromone, D pour 

fungalpheromone, E pour cyclic AMP, et enfin F pour Frizzled/smoothened. 

 

La famille A est la mieux caractérisée et aussi celle qui comporte le plus grand nombre de 

récepteurs, avec plus de 80% des RCPG (Figure 3). Elle inclut la rhodopsine et le récepteur 

ß2-adrénergique, et cette classe de récepteurs lie particulièrement des hormones, des 

polypeptides de petites et grandes tailles, des amines biogènes, des photons ou encore des 

substances apparentées aux lipides. La moitié des récepteurs de cette famille serait impliquée 

dans la reconnaissance de stimuli olfactifs, gustatifs ou de la lumière, et ont été surnommés 

récepteurs sensoriels. Cette classe est divisée en trois sous-groupes (Figure 4) : la sous- classe 

A.acomprenant des récepteurs de petites molécules, la sous-classe A.b comprenant des 

récepteurs des neuropeptides et la sous-classe A.c ou « LGR » (leucine rich repeats containing 

GPCR) comprenant des récepteurs d’hormones glycoprotéines. Structurellement, les RCPG 
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de cette famille présentent une extrémité N-terminale relativement courte. Ils possèdent aussi 

des séquences consensus, dont: le motif E/DRY à l’extrémité cytoplasmique du domaine 

transmembranaire 3 (TM3), deux cystéines qui forment un pont disulfure sur les deux 

premières boucles intracellulaires (ICL1 et ICL2), et le motif NPXXY dans le domaine 

transmembranaire 7 (TM7) (Rovati et al., 2007). On note également la présence d’un acide 

aspartique très conservé dans le TM2, dont le rôle serait la reconnaissance du ligand et le 

couplage à la protéine G (Ceresa et al., 1994). Une cystéine palmitoylée est retrouvée dans la 

partie C-terminale permettant la formation d’une quatrième boucle intracellulaire (ICL4) qui 

contient l’hélice 8.  

Parmi ces séquences consensus, le motif E/DRY a fait l’objet d’une multitude d’études, 

notamment sur le rôle de ce motif dans l’activation des RCPG de la class A (Rovati, G. E et 

al. 2007).Des trois acides aminés qui composent ce motif, l’arginine est la mieux conservée 

avec 97% des RCPG de cette famille possédant une arginine ou une lysine ;vient ensuite 

l’asparagine, qui est conservée en tant qu’acide aminé acide (pouvant être substitué par un 

acide glutamique) dans 86% des récepteurs. Enfin, la tyrosine est la moins conservée (67%), 

et certaines études suggèrent que celle-ci n’est pas nécessaire pour la fonction du motif 

E/DRY (Flanagan, 2005 ; Figure 3).  

Le site de liaison des récepteurs de cette famille est essentiellement formé par une cavité 

dessinée par les domaines transmembranaires où peut aller se glisser le ligand, à l’inverse des 

récepteurs des autres classes où l’extrémité N-terminale semble fortement impliquée (Rovati, 

et al., 2007). Des exceptions ont cependant été remarquées, tels comme les récepteurs de la 

LH, FSH et TSH appartenant à la sous-classe A.c ou « LGR » (Schioth & Fredriksson, 2005). 
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Figure 3: Les 3 principales familles de RCPG 
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La Famille B des RCPG ne présente qu’une faible homologie avec la Famille A, puisque les 

membres de ces classes partagent seulement 12% d’homologie de séquence. Cette famille 

regroupe des récepteurs structurellement proches du récepteur à la sécrétine (Figures 3 et 4). 

On y retrouve notamment le récepteur du glucagon, du GIP (gastric inhibitory polypeptide), 

du GLP-1R et GLP2-R (glucagon like peptide-1/2), le récepteur de l’hormone 

parathyroïdienne (PTH), le récepteur à la calcitonin (CT), le récepteur à la GHRH (growth 

hormone releasing hormone) les récepteurs au VIP (vasoactive intestinal polypeptide) et du 

PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide).  

 Cette famille de RCPG se lie avec des peptides relativement grands tels que des 

hormones et neuropeptides présentant un pharmacophore diffus. Une des différences 

importantes avec la classe A est la taille de l’extrémité N-terminale, beaucoup plus longue 

chez la classe B, pouvant aller jusqu’à 300 acides aminées. Dans cette extrémité N-terminale 

se trouventsix acides aminés cystéines très conservés qui exercent des contraintes 

conformationnelles sur l’extrémité N-terminale du récepteur de par les ponts disulfures créés 

entre ces acides aminés.L’extrémité N-terminale confère aux récepteurs de la classe B, un 

mécanisme d’activation particulier et très différent de celuide la classe A. En effet, l’extrémité 

N-terminale apparaît comme très importante pour la liaison avec le ligand, ce qui permet à 

une autre partie du ligand, non impliquée dans l’interaction avec l’extrémité N-terminale du 

récepteur,d’interagir avec le cœur du récepteur entraînant l’activation de ce dernier (Miller et 

al., 2007.,Figure 4). Cependant, d’autres mécanismes d’activation des RCPG de classe B ont 

été proposés. 

 

La Famille C des RCPG regroupe les récepteurs métabotropiques du glutamate, les 

récepteurs au calcium, les récepteurs GABAB, les récepteurs du goût, les RAIG (retinoic 

acid-inducible orphan GPCR) et des récepteurs aux phéromones (Figures 3 et 4). Ces RCPG 

ont la particularité de présenter une extrémité N-terminale particulièrement longue d'environ 

500 acides aminés. Le repliement de l’extrémité N-terminale donne lieu à la formation de 

deux lobes qui constituent le site de liaison de l'agoniste. Il existe, pour cette classe de RCPG, 

de nombreux ligands allostériques capables de moduler l’activité, des récepteurs en se liant à 

un site différent du site orthostérique. Certains acides aminés sont conservés dans la classe C 

et également au sein de la classe A, suggérant l’existence d’un ancêtre commun. Une autre 

particularité de la classe C réside dans la taille de la troisième boucle intracellulaire qui est 

très courte et très conservée. L’extrémité C-terminale forme la partie la moins conservée (Pin, 

et al., 2003; Figures 3 et 4). D’un point de vue de l’activation des récepteurs de la famille C, 
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la dimérisation entre deux récepteurs identiques (hétérodimérisation) ou entre deux récepteurs 

différents (hétérodimérisation) est un élément crucial dans le processus d’activation. Le rôle 

de la dimérisation dans l’activation des récepteurs de cette famille a été particulièrement 

étudié et suggère qu’une seule molécule est suffisante pour activer un dimère de récepteur 

(Pin et al., 2003). 

Le clonage d’un certain nombre de gènes codant pour des récepteurs aux phéromones, 

exprimés dans des neurones de l’organe voméronasal (organe situé sous la surface intérieure 

du nez), et co-exprimés avec la protéine Go (récepteurs VR et GoVN), a conduit à intégrer ces 

protéines dans la classe C des RCPG (Pantages & Dulac, 2000). 

 

La famille D. Cette famille est constituée de récepteurs aux phéromones principalement 

exprimés dans l’organe voméronasal, avec la protéine G de type Gi2. Les récepteurs aux 

phéromones comportent une soixantaine de gènes chez les insectes (Nakagawa et al., 2005). 

Elle inclut également des récepteurs de phéromones de levures, tels que les récepteurs des 

facteursαet a (STE2 et STE3; Josefsson, 1999). 

 

La Famille E. Cette famille est formée par les quatre récepteurs à l’AMPc (cAR 1–4), et 

d’autres récepteurs « cAMP receptor-like » caractérisés chez Dictyostelium discoideum 

(moisissures). A ce jour, aucun homologue n’a été trouvé chez les vertébrés ce qui en fait une 

famille minoritaire, mais unique, de RCPG. Ces récepteurs sont exprimés par Dictyostelium 

discoideum lors des étapes précoces de son développement où ils participent au système de 

signal chimiotactique. Plus tard dans le développement, ils interviennent dans la 

différenciation cellulaire et dans le contrôle du cycle cellulaire (Prabhu & Eichinger, 2006). 

 

La Famille F. Cette famille de récepteurs rassemble des récepteurs homologues aux protéines 

« frizzled » et « smoothened ». Les récepteurs de type « frizzled » jouent un rôle important 

dans le développement embryonnaire et plus particulièrement dans le contrôle de la 

prolifération et la polarité cellulaire, en se liant avec Wnt et en activant le signal Hedgehog. 

Ils sont également impliqués dans les processus de différenciation cellulaire et d’apoptose 

(Wang et al., 2006). Chez les mammifères, dix récepteurs “frizzled” et un récepteur 

smoothened sont identifiés. Leurs boucles intracellulaires sont parmi les plus courtes des 

RCPG, et la longueur de la partie C-terminale varie d’une vingtaine à plus de 200 acides 

aminés chez l’homme. Ces récepteurs présentent une homologie de séquence faible mais 

significative avec la famille B (Malbon, 2004). 
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Figure 4: Les différentes classes de RCPG 

 

 

I. 1.4. Les protéines G hétérotrimériques 

 

 Toutes les protéines G se présentent sous une forme hétérotrimétrique. Elles sont 

constituées de sous-unités: une sous-unité α et les sous-unités βγ, qui se présentent sous forme 

d’hétéodimère.Après fixation d’un ligand agoniste sur le récepteur,leur activation leur 

permettra de s’activer et d’interagir avec leurs effecteurs spécifiques et, ainsi, de générer la 

cascade de signalisation. 

 La complexité et la spécificité de réponse dépendent en partie de la diversité des sous-

unités des protéines G. De nombreuses sous-unités ont été clonées, dont 28 sous-unités α 

(produits de 16 gènes et des variants d’épissage), 5 sous-unités β et 12 sous-unités γ, et de 

masse moléculaire d’environ 39-45, 35-39 et 6-8 kDa respectivement. Les sous-unités α sont 

réparties en 4 groupes : Gs, Gi/o, Gq, et G12/13 (Kristiansen, 2004). 

 D’après leur séquence, les protéines G sont des protéines solubles. Cependant, elles 

présentent des modifications post-traductionnelles leur permettant d’avoir un ancrage à la 

membrane, optimisant leur interaction avec les RCPG et leurs effecteurs du fait des rencontres 

dans un espace bidimensionnel. Ainsi, les sous-unités α sont myristoylées (C14:0) sur un 
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résidu glycine situé à l’extrémité N-terminale. Les sous-unités αi sont également palmitoylées 

(C16:0) sur un résidu cystéine. Certaines sous-unités sont palmitoylées une seule fois (Gαs et 

Gα12), tandis que d’autres le sont deux fois (Gαq et Gα13; Chen, C.A &Manning, D.R. 

2001). Les sous-unités γ sont également modifiées au niveau de l’extrémité carboxy-terminale 

par la fixation de groupements poly-isoprénoïdes (farnésyl ou géranyl-géranyl) sur un résidu 

cystéyl (Figure 5). Les sous-unités β ne présentent quant à elles aucune modification post-

traductionnelle (Milligan& Kostenis, 2006). 

 Les structures tridimensionnelles de plusieurs protéines G ont été déterminées en 

présence de GDP ou de GTP; des différences structurales entre ces conformations sont alors 

apparues (Sprang,1997; Oldham & Hamm,2008).Si l’on observe la sous-unité α, on constate 

qu’elle possède structurellement d’une part un domaine GTPasique impliqué dans la liaison et 

l’hydrolyse du GTP, et d’autre part un domaine en hélice qui permet de maintenir le GTP 

dans le cœur de la protéine. L’observation de la sous-unité βpermet de constater qu’elle est, 

quant à elle, constituée de 7 feuillets β, et que son extrémité N-terminale est structurée en 

hélice α et forme un domaine « coiled-coil » avec l’extrémité N-terminale de la sous-unité γ 

(Figure 6). La résolution de structures tridimensionnelles d’hétérotrimères de protéines G a 

permis l’identification de sites d’interaction entre la sous-unité α et le dimère βγ, qui sont, 

dans le cas de la sous-unité α, l’extrémité N-terminale et la boucle II comme le montre pour 

exemple la (Figure 6) représentant la rhodopsine et sa protéine G associée (Wallet al., 1995;  

Lambright, et al., 1996). 

 

Figure 5 : Modifications post-traductionnelles des protéines G.  

Les différentes acylations portées par les protéines G, avec les acides aminés sur lesquels elles sont liées sont 

représentées.  

A/ N-myristoylglycine;  

B/ S-palmitoylcystéine;  

C/ S-farnésylcystéine  

D/ S-géranylgéranylcystéine. 
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Figure 6 : Structure tridimensionnelle schématique de la rhodopsine et de sa protéine G 

associée, la transducine. 

La sous-unité α comprend un domaine en hélice (violet) et un domaine GTPasique (bleu foncé) contenant 3 

boucles flexibles (I, II et III) et liant une molécule de GDP (rouge). Les sous-unités β et γ sont représentées en 

vert et en jaune respectivement. Les sites de contacts entre la protéine G et le récepteur sont indiqués en rose et 

en bleu ciel. Les modifications post-traductionnelles de la transducine ne sont pas représentées (Oldham & 

Hamm, 2008). 

 

 

 Le recours à d’autres techniques biophysiques ou biochimiques a permis d’observer 

l’existence de sites de contact entre récepteur et protéine G. Ainsi par exemple, grâce à des 

études de spectroscopie de fluorescence, on a pu mettre en évidence l’interaction de 

l’extrémité C-terminale de la sous-unité α avec l’hélice transmembranaire 6 de la rhodopsine 

(Janz&Farrens, 2004). D’autres approches, telles que des expériences de mutagenèse ou de 

pontage chimique, ont également permis d’identifier, entre autres, une interaction entre le 

récepteur et l’hélice N-terminale de la sous-unité α (Onrust et al., 1997;  Itoh et al., 2001). 

Ces études ont permis de proposer une zone d’interaction entre le récepteur et la protéine G 

hétérotrimérique. Cependant, ces observations, cumulées à la comparaison des tailles du 

récepteur et de l’hétérotrimère, tendent à montrer que l’empreinte membranaire d’une 
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protéine G hétérotrimérique est bien plus grande que celle d’un récepteur. Dans ce contexte, 

ces données iraient donc en faveur d’un mécanisme de dimérisation des RCPG lors de 

l’activation des protéines G, ou bien d’un mécanisme d’interactions séquentielles entre 

différentes régions de la protéine G et le récepteur (Baneres & Parello, 2003; Herrmann et al., 

2004).  

 

Cycle d’activation – inactivation des protéines G 

 A l’état inactif, les 3 sous-unités α et βγ sont associées, la sous-unité α étant liée à une 

molécule de GDP. La vision communément admise postule que l’activation du récepteur par 

l’agoniste va entraîner un changement conformationnel du récepteur qui va impliquer une 

affinité supérieure pour une protéine G hétérotrimérique particulière et favoriser leur 

association. Cette interaction engendre une modification de la conformation de la sous-unité α 

induisant une diminution de l’affinité de la sous-unité α pour le GDP, favorisant alors la 

fixation d’une molécule de GTP à la place du GDP. Cet échange va permettre l’activation des 

protéines G et entraîner la dissociation du complexe hétérotrimérique en une sous-unité α et 

un dimère βγ (Neer, 1995). La sous-unité α liée au GTP mais également le dimère βγ vont 

pouvoir interagir avec les effecteurs appropriés. Puis le GTP est hydrolysé en GDP grâce à 

l’activité GTPasique intrinsèque de la sous-unité α, permettant la reformation du complexe 

αβγ inactif (Figure 7; Milligan & Kostenis, 2006). 

 Toutefois, ce modèle classique à trois partenaires (RCPG, protéines G et effecteurs) 

laisse maintenant place à un modèle à quatre partenaires (Figure 7). En effet, l’hydrolyse 

spontanée du GTP, au sein des Gα-GTP purifiées, est trop lente pour rendre compte des 

vitesses de désactivation de leurs effecteurs. Un quatrième partenaire au système a ainsi été 

identifié : il s’agit des protéines RGS (pour « Regulator of G-protein Signaling »). Ces 

protéines accélèrent de 50 à 100 fois l’hydrolyse du GTP des sous-unités Gα et comprennent 

plus de 30 membres (Dohlman & Thorner, 1997). 
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Figure 7 :Cycle d’activation – inactivation des protéines G 

La protéine-G hétérotrimérique, associée au GDP, est inactive dans l'état 1. Le récepteur activé stimule la 

libération du GDP. L'état 2, très transitoire, est caractérisé par l'absence de nucléotide au sein de la sous-unité α. 

L’association du GTP au site nucléotidique entraîne la dissociation entre les différents partenaires pour agir sur 

leurs effecteurs appropriés (état 3). Les protéines RGS interviennent dans le cycle d'inactivation des protéines G 

en accélérant la vitesse d'hydrolyse du GTP (Bockaert &Pin,1998) 

 

 

I.1.4.1. Les différents états d’activation des RCPG 

 

 C’est dès la fin du 19e siècle que l’on a vu émerger le concept de récepteur, sur la base, 

notamment,des travaux de John Newport Langley etPaul Ehrlich. Et dans les années 1930 

Clark propose, sur la base de la loi d’action de masse, la première modélisation 

mathématique, ce qui l’amènera à conclure qu’en termes de pharmacologie, l’effet généré par 

une drogue est directement proportionnel au nombre de récepteurs occupés (Clark,1933). De 

nouveaux concepts ont émergé depuis, de par l’évolution des techniques d’études des 
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récepteurs, notamment des RCPG. En effet, De Lean et ses collaborateurs ont travaillé sur le 

récepteur β-adrénergique exprimé dans les érythrocytes de grenouille. Ils ont montré que sous 

l’effet d’un ligand agoniste, il existait deux populations du récepteur : l’une ayant une haute 

affinité et l’autre ayant une faible affinité pour l’agoniste. Ces données leur ont permis 

d’énoncer le modèle ternaire (Figure 8A), dont les acteurs sont le ligand (L), le récepteur (R) 

et une molécule X, qui a été identifiée plus tard comme étant la protéine G (De Lean et al., 

1980). 

 Les récepteurs peuvent avoir une activité constitutive ; en effet, des récepteurs peuvent, 

en l’absence de ligand agoniste,  déclencher spontanément une réponse physiologique : c’est 

ce qu’a permis de découvrir la surexpression des récepteurs.  Cependant, certains ligands 

peuvent venir abolir cette activité constitutive, ce qui amène à la notion d’agoniste inverse. Il 

convient d’observer ici quela majorité des ligands décrits comme des antagonistes avant 

même la découverte de l’activité constitutive des récepteurs seraient des agonistes inverses, ce 

qui tendrait à montrer que ce phénomène est largement étendu. Cette activité constitutive peut 

aussi apparaître par l’introduction de mutations, comme en témoignent les travaux de 

Samama et son équipe sur le récepteur β2-adrénergique (Lefkowitz et al., 1993; Samama et 

al., 1993).Le modèle ternaire admis jusqu’alors ne peut rendre compte de cette activité 

constitutive, ce qui a conduit à proposer le modèle ternaire étendu (Figure 8B). Le récepteur 

existerait sous deux formes conformationnelles différentes, en équilibre, la forme R* 

représentant le récepteur dans un état de haute affinité pour le ligand agoniste. L’antagoniste 

quant à lui est capable de se fixer avec la même affinité sur les formes R et R*. La fixation 

d’un agoniste va engendrer un changement de conformation du récepteur (déplacement de la 

forme LR vers la forme LR*) ou bien stabiliser le récepteur R* qui peut être lié ou non à la 

protéine G, les deux voies aboutissant à la formation d’un complexe ternaire LR*G 

(Lefkowitz et al., 1993; Samama et al., 1993). Cependant, même si ce modèle peut 

s’appliquer à beaucoup de récepteurs, il ne peut expliquer quelques récentes observations qui 

montrent l’existence d’un complexe ternaire LRG n’induisant pas de réponse cellulaire, d’où 

la proposition du modèle ternaire cubique représenté sur la Figure 8C (Weiss et al., 1996; 

Kenakin, 2004).   

 Si l’efficacité d’un ligand donné peut être déterminée grâce aux trois modèles décrits ci-

dessus, ceux-ci, en revanche, ne rendent compte que d’un nombre limité de conformations. 

C’est par une approche totalement différente qu’il a été proposé de décrire, par un modèle dit 

probabiliste, le comportement des récepteurs (Onaran&Costa1997). Selon ce modèle, un 

récepteur (non lié à un ligand) présente une multitude d’états dans un espace conformationnel 
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donné. La distribution des fréquences de ces différents états conformationnels va être 

modulée par la liaison du ligand et/ou des protéines G. Ainsi, les différents comportements 

des RCPG, tels que leur oligomérisation,peuvent être pris en compte par ce modèle 

probabiliste (Bouvier, 2001; Kenakin, 2004). 

 La découverte d’autres protéines d’interaction, mais aussi les possibilités de 

dimérisation des récepteurs, de précouplage des divers partenaires ainsi que les processus de 

régulation pouvant intervenir soulignent la complexité de ce système (Gudermann et al., 

1996). Dans ce dernier cas en effet, diverses études menées sur l’association entre les 

protéines G et les récepteurs font actuellement débat. Certains auteurs proposent un modèle de 

« rapid collision coupling » (Hein et al., 2005), tandis que d’autres proposent plutôt un pré-

couplage protéine G/récepteur (Neubig, 1994;Gales et al., 2006).  
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Figure 8 : Les différents modèles d’activation des RCPG(Neer, 1995). 

Le récepteur existe dans deux états conformationnels : un état de haute affinité pour l’agoniste (R*) et un état de 

basse affinité pour l’agoniste (R). Il peut se lier au ligand (L) et/ou à la protéine G (G).  

A/ Modèle ternaire  

B/ Modèle ternaire étendu  

C/ Modèle ternaire cubique  

 

 

I.1.4.2. Transduction du signal des RCPG 

 

 Les effecteurs sont le troisième partenaire impliqué dans la transduction du signal 

associée aux RCPG. Les protéines G sont capables de moduler l’activité des effecteurs à la 

fois par les sous-unités α liées au GTP, mais également via les dimères βγ( Clapham & Neer, 

1993).Ces effecteurs activés vont pouvoir induire la réponse appropriée et peuvent être des 

enzymes ou des canaux ioniques(Figure 9).Les deux principales voies de transduction du 



 40 

signal via les RCPG, l’adénylate cyclase et la phospholipase C-β vont être décrites dans ce 

qui suit.  

 

 

 

Figure 9: Protéines G hétérotrimériques et leurs effecteurs (Hermans, 2003). 

La Figure montre les effecteurs spécifiques des différentes sous-unités des protéines G ainsi que le type de 

modulation associée (inhibition ou activation).  

 

 

I.1.4.2.a. La famille des adénylates cyclases 

 

 La famille des adénylates cyclases est composée de 10 membres chez les mammifères: 

9 protéines membranaires et 1 protéine soluble (Hanoune&Defer, 2001; Tesmer et al., 1997; 

Zhang et al., 1996).La plupart de ces isoformes qui pourtant ne sont pas des variants 

d’épissage dans la mesure où elles sont portées par des gènes distribués sur des chromosomes 

différents (I =c7 ; II=c5 ; III=c2 ; IV=c14 ; V=c3 ; VI=c12 ; VII=c10 ; VIII=c8 ; IX=c16 ; 

X=c1), sont stimulées par la famille des protéines Gαs etinhibées par la famille des protéines 

Gαi (Hanoune &Defer, 2001).Les 9 adénylate cyclases membranaires ont une structure 

similaire comprenant 2 domaines de 6 segments transmembranaires (M1 et M2) et deux 

domaines cytoplasmiques C1 et C2 correspondant respectivement à la boucle cytoplasmique 

séparant les 2 domaines transmembranaires et à l’extrémité C-terminale (Figure 10). Ces deux 
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domaines C1 et C2 sont subdivisés en deux régions différentes a et b (C1a/b et C2a/b), la 

partie catalytique de l’adénylate cyclase étant constituée par la zone d’interface des domaines 

C1a et C2a (Tesmer et al., 1997). Ce site actif catalyse donc l’attaque du groupement 

hydroxyle en 3’ du ribose de l’adénosine triphosphate (ATP) et permet la formation de 

l’AMPc. L’activation de l’adénylate cyclase induit donc une augmentation de la concentration 

en AMPc dans le cytoplasme. L’AMPc peut ainsi activer laprotéine kinase A qui permet la 

phosphorylation de nombreuses protéines et donc de moduler leur fonction. Ainsi, l’AMPc 

aura en particulier un effet cytosolique ou membranaire par l’intermédiaire de la 

phosphorylation de canaux ioniques, de récepteurs membranaires ou de protéines 

cytoplasmiques ; et un effet nucléaire par l’intermédiaire de la phosphorylation dans le noyau 

de la protéine CREB qui permettra l’activation ou la répression de la transcription de 

différents gènes.  

 

Figure 10 :Structure de l’adénylate cyclase de type II.  

 

 

I.1.4.2.b. stimulation de la phospholipase 

 

 De nombreux RCPG sont activés par la famille des protéines Gq (incluant les protéines 

Gα11, Gα14, Gα15 et Gα16), qui est responsable de la stimulation de la phospholipase C-β 

(PLC- β). La PLC- β est une enzyme liée à la face intracellulaire de la membrane. Elle 

catalyse le clivage du PIP2 en IP3 et DAG. Ces deux molécules sont des messagers 

secondaires et vont entraîner des effets distincts. L’IP3 provoque une augmentation de la 

concentration du calcium dans le cytoplasme en agissant sur les canaux calciques du 
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réticulum endoplasmique, tandis que le DAG active la protéine kinase C qui elle-même va 

permettre l’ouverture des canaux calciques de type L présents au niveau de la membrane 

plasmique. La libération de calcium intracellulaire pourra, quant à elle, conduire à la 

modulation de nombreux processus. En particulier, les ions Ca++ en se liant à la calmoduline 

activeront des protéines kinases calmoduline-dépendantes qui pourront agir sur d’autres 

protéines effectrices (Extonet al., 1996). 

 

I.1.4.2.c. Canaux 

 

 Certains canaux ioniques sélectifs au sodium, au calcium ou au chlore sont activés par 

la sous-unité αs et inhibés par les sous-unités αi et αo alors que les canaux potassiques KM et 

KAch sont activés par les sous-unités αi et αo. Les sous-unités βγ activent certains canaux 

potassiques à rectification entrante (KAch et Kir3.0) et inactivent certains canaux calciques 

dépendants du voltage (CaV2.1 et CaV2.2) que l’on trouve dans le coeur et le cerveau. 

L’activation ou l’inhibition de ces différents canaux peut conduire à une modification du 

potentiel de membrane des cellules et dans le cas des neurones s’opposer ou faciliter la 

naissance des potentiels d’action. Par ailleurs, la modulation de l’activité des canaux calciques 

voltages dépendants conduit directement à une activation ou une inhibition de la libération 

des neurotransmetteurs dans la fente synaptique (Luttrellet al., 1997). 

 

I.1.4.2.d. Autres effecteurs 

 
 D’autres types de phospholipases telles que les phospholipases D et A2 peuvent 

également être activées par les protéines G. La GMP cyclase est également un effecteur des 

protéines G ainsi que certaines tyrosines kinases (Cabrera-Vera et al., 2003). 

 

I.1.5. Autres protéines interagissant avec les RCPG 

 
Au cours de ces 20 dernières années de très nombreuses protéines capables d’interagir 

avec les RCPG ont été identifiés (Magalhaes et al., 2012). Elles sont impliquées 

principalement dans la modulation de l’activité des récepteurs ainsi que leur trafic 

intracellulaire et leur localisation dans des microdomaines membranaires. Elles peuvent être 
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cytoplasmiques ou membranaires. Dans ce paragraphe, je ne décrirai que les deux types de 

partenaires qui interagissent avec la grande majorité des RCPG : les GRK ou kinases associés 

aux RCPG ainsi que les β-arrestines 

 

I.1.5.a. Les GRK et la désensibilisation du signal induit par les RCPG 

 
Dans le domaine de la biologie des RCPG, l’indentification de la première protéine 

kinase indépendante des seconds messagers, capable de phosphoryler un RCPG activé par son 

agoniste et de désensibiliser la réponse induite par celui-ci,a constitué une véritable 

révolution. En raison sa capacité à phosphoryler le récepteurβ2adrénergique activé, cette 

kinase a, initialement, éténommée β-ARK (β-AdrenergicReceptor Kinase)(Benovicet al., 

1986). La découverte d’autres protéines kinases similaires, a permis de les réunir en famille, 

appelée famille GRK (G protein-coupled receptor kinase), la β-ARK étant renommée GRK2. 

Cette famille est en fait constituée de sept GRK différentes, qui ont été reclassées en trois 

sous-groupes selon leur distribution tissulaire et leur sélectivité pour certains RCPG. Ces 

sous-groupes sont divisés de la manière suivante : (1) GRK1 et GRK7, respectivement les 

GRK de la rhodopsine et du récepteur « cone-opsin », (2) GRK2 et GRK3 exprimés de 

manière ubiquitaire, (3) GRK4 exprimée dans le cerveau, les reins et majoritairement dans les 

testicules, GRK5 et GRK6 exprimées de manière ubiquitaire. Ainsi, la majorité des RCPG 

sont plutôt régulés par GRK2, GRK3, GRK5 et GRK6. 

Les GRK phosphorylent des sérines et thréonines localisées dans les domaines 

intracellulaires des RCPG, notamment au niveau de la troisième boucle intracellulaire et de la 

queue C-terminale. Le site de phosphorylation peut varier selon le RCPG. Par exemple, les 

récepteurs 2-adrénergique et muscarinique M2 ont une extrémité C-terminale relativement 

courte avec peu de sérine/thréonine, alors que leur troisième boucle intracellulaire en présente 

un nombre important. A l’inverse, la rhodopsine et le récepteur β 2-adrénergique présentent 

une troisième boucle intracellulaire relativement courte avec peu de motifs sérine/thréonine 

alors que leur extrémité C-terminale est plus longue et riche en sérines/thréonines. La 

mutation de toutes les sérines/thréonines en alanine de l’extrémité C-terminale du récepteur 

β2-adrénergique ou de la troisième boucle intracellulaire du récepteur muscarinique M2 abolit 

complètement la phosphorylation de ces récepteurs par les GRK (Bouvier et al., 1988;  

Nakata et al., 1994).  

 Selon une étude, la phosphorylation par les GRK ne serait pas suffisante pour produire 
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une désensibilisation de la réponse d’un récepteur : cette constatation tend à faire penser 

qu’une protéine tiers intervient dans le processus de désensibilisation (Pitcheret al., 1992). Or 

quelques années plus tôt déjà, une nouvelle famille de protéines régulatrices avait été 

découverte : les arrestines, capables de se lier, avec une haute affinité, au RCPG phosphorylés 

par les GRK (Lohseet al., 1990). Les β-arrestines sont des protéines régulatrices capables de 

découpler les protéines G des RCPG phosphorylés, mais  qui, de surcroît,  jouent un rôle 

essentiel dans le processus d’internalisation des RCPG et leur trafic intracellulaire. Les 

caractéristiques détaillées des β-arrestines et leurs multiples rôles cellulaires seront abordés 

dans la partie suivante (mécanismes d’internalisation des RCPG dépendants des β-arrestines). 

Un modèle de référence de la désensibilisation potentiellement applicable à tous les 

RCPG a été établi (Figure 11). Dans ce modèle, les sérines et thréonines de la troisième 

boucle intracellulaires ou de l’extrémité C-terminale du RCPG activé sont les substrats des 

GRK qui phosphorylent ces acides aminés. La phosphorylation de ces motifs sur les RCPG, 

augmente l’affinité des régions phosphorylées pour les β-arrestines, qui se lient au RCPG et 

provoquent le découplage par gène stérique de la protéine G du récepteur, entraînant ainsi la 

désensibilisation de la réponse (Krupnick & Benovic, 1998). Dans ce modèle, l’occupation du 

récepteur par un agoniste est cruciale. En effet une étude a montré, en utilisant la technique de 

F.R.E.T, que leretrait du ligand provoque la dissociation rapide du complexe récepteur β2-

adrénergique-β- arrestine (Krasel et al., 2005) 

 

I.1.5.b. Les mécanismes d’internalisation des RCPG dépendants des β-arrestines 

 
 Le processus d’endocytose où s’engage le récepteur intervient après l’étape de 

désensibilisation par les GRK,  la liaison des β-arrestines au récepteur permettant le 

découplage de la protéine G. Lesarrestines recrutent ensuite, en effet, un ensemble de 

partenaires, parmi lesquels laclathrine et l’adaptateur AP-2 ; et elles rassemblent les 

récepteurs au sein de puits recouverts de clathrine. La clathrine est une protéine de structure 

en forme de triskèle dont les branches s’assemblent pour former une structure polyhédrale, 

constituant ainsi un manteau recouvrant certaines vésicules de la cellule. Ces puits recouverts 

de clathrine vont s’invaginer vers l’intérieur de la cellule, et une petite GTPase, la dynamine, 

va venir assurer la fusion des membranes pour créer une vésicule d’endocytose contenant les 

récepteurs toujours attachés à la membrane. C’est la dynamine qui assure la scission de la 

vésicule d’endocytose de la membrane. Cette vésicule nouvellement formée rejoindra le 
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réseau vésiculaire grâce au cytosquelette de la cellule, où son contenu sera trié (Figure 11 ; 

Volovyk et al., 2006;Wolfe & Trejo, 2007). 
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Figure 11. schématique des étapes majeures de l’adaptation à la stimulation des RCPG. 

l’agoniste sur le récepteur active la transduction du signal via la protéine G (1). La signalisation du récepteur est 

arrêtée par la phosphorylation de ses domaines intracellulaires par les GRK (désensibilisation homologue) ou les 

PKA/PKC (désensibilisation hétérologue) et le recrutement de la β-arrestine (2). Les récepteurs désensibilisés 

sont internalisés via la voie des vésicules tapissées de clathrine (3). Les vésicules d’endocytose rejoignent 

l’endosome précoce puis l’endosome de tri. À ce stade là, la β-arrestine peut encore être associée au récepteur 

dans certains cas (4). Le récepteur est alors dégradé au niveau du compartiment lysosomal ou du protéasome (5a) 

ou recyclé vers la membrane cytoplasmique (5b), son domaine carboxyl-terminal étant alors déphosphorylé et 

l’agoniste dissocié. 

 

 

On dénombre à ce jour 4 arrestines dont 2 (les arrestines 1 et 4) sont exclusivements 

exprimés dans la rétine et la glande pinéale (Smith et al., 1994; Graft et al., 1994).et 2 sont 

exprimés dans tous les types cellulaires (arrestines 2 et 3). Les arrestines se lient 

préférentiellement aux récepteurs activés par un ligand et phosphorylés par les GRK (Lohse et 
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al.,1990 ; Lohseet al., 1992).Plus récemment, un rôle important des arrestines dans différentes 

voies de signalisation a été décrit et notamment en tant qu’adaptateur de différentes cascades 

de signalisation(lefkowitz & Shenoy, 2004). 

 

I.2. La protéine GASP-1 

 
 Parmi les nombreuses protéines interagissant avec les RCPG seule GASP-1, à l’instar 

des GRK et des arrestines, semble interagir avec un très grand nombre de récepteurs 

différents. Dans cette partie j’aborde les différents aspects concernant cette protéine et les 

autres membres de cette famille 

 La protéine GASP-1 a été identifiée pour sa capacité à interagir avec le domaine 

carboxyl-terminal de plusieurs RCPG. Il a été montré que la protéine GASP-1 (GPCR 

associated sorting protein 1) dirige les récepteurs DOR (Whistler et al., 2002), D2(Bartlettet 

al., 2005) et CB1 (Martini et al., 2007; Tappe-Theodor et al., 2007) vers le compartiment 

lysosomal où ils sont dégradés. Ainsi, la surexpression d’un mutant dominant négatif de 

GASP-1 permet d’inhiber la dégradation de ces récepteurs et de favoriser leur retour à la 

membrane plasmique. L’inhibition de l’interaction entre GASP-1 et le récepteur D2 à l’aide 

d’anticorps dirigés contre GASP-1 produit une resensibilisation partielle des neurones de 

l’aire tegmentale ventrale du cerveau de rat (Bartlett et al., 2005). 

 Parallèlement, l’équipe de Tohru Matsuki (Matsukiet al., 2001)a identifié GASP-1 

comme partenaired’interaction de Per1, une protéine impliqué dans le mécanisme du rythme 

circadien. En Utilisantla technique du double hybride dans la levure avec le domaine PAS de 

la protéine Per1comme appât, ils identifient trois partenaires d’interaction de Per1. Parmi eux, 

une protéine de1374 acides aminés (chez le rat) qu’ils nomment PIPS (Per1 interacting 

protein of thesuprachiasmatic nucleus), localisée dans les noyaux suprachiasmatic et 

supraoptic, le cortex,l’hippocampe et le cervelet. Il a été ensuite établi que PIPS est la même 

protéine que GASP-1. 

 

I.2.1. Identification de GASP 

 

 Les premières études sur GASP ont été réalisées sur les récepteurs aux opioïdes parle Dr 

Whistler et ses collaborateurs (Whistler et al., 2002), qui ont été les premiers à établir le lien 
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entre GASP-1 et l’internalisation des récepteurs DOR (Delta Opioid Receptor), Des 

recherches précédentessuggéraient que l’endocytose avait des conséquences différentes sur 

MOR (Mu OpioidReceptor) par rapport à DOR. En effet, DOR subit une régulation négative 

importante après 2heures de stimulation avec un agoniste, tandis que le niveau d’expression 

de MOR n’est pasaffecté. De plus, en microscopie à fluorescence on observe une 

colocalisation de DOR et dumarqueur lysosomialLAMP, ce qui n’est pas le cas de MOR. 

Suivant l’hypothèse que lapartie cytoplasmique de DOR se lie a une molécule qui entraînerait 

DOR vers unedégradation par les lysosomes, l’équipe de Whistler répète l’expérience avec 

des mutants : lapartie C-terminal de DOR est remplacé par la partie C-terminal de MOR(= M 

DOR) etinversement (=D MOR). Ils observent que D MOR est protéolysé après endocytose 

alorsque M DOR ne l’est pas : DOR contiendrait un signal non conservé dans MOR. Ce 

signalserait fonctionnellement impliqué dans le devenir post-endocytique menant à la 

dégradation. 

 Ensuite, un criblage par la méthode du double hybride d’une librairie d’ADNc dérivée 

de lalignée cellulaire HEK293 a permis d’identifier une protéine interagissant avec la partie 

C-terminal de DOR. Cette protéine a été appelé GASP pour GTP-binding protein (G protein)-

coupled receptor-associated sorting protein. 

 

I.2.2. Description de la famille GASP 

 

 La protéine GASP-1 a été identifiée de manière concomitante au sein de 

notrelaboratoire et par l’équipe de J. Whistler dans des essais de criblage par double hybride 

chez la levure visant à identifier de nouveaux partenaires d’interaction du récepteur DOR 

(Abu-Helo& Simonin, 2010; Simonin et al., 2004 ;Whistler et al., 2002., Figure 12). 

 Par la suite, des recherches d’homologie de séquence ont montré chez GASP-1 la 

présence d’un domaine carboxyl-terminal de 250 acides aminés possédant une forte identité 

de séquence avec neuf autres protéines qui ont été proposées pour former la famille GASP 

(Simonin et al., 2004). Les gènes codant pour les GASP, excepté GASP-8, sont regroupés 

dans deux clusters adjacents d’environ 160 et 200 kb localisés sur le locus Xq22 du 

chromosome X et sont constitués d’un seul exon codant. GASP-8 est codé par deux gènes, le 

premier est situé sur le chromosome 7 et est constitué de 7 exons qui codent pour deux 

isoformes, le deuxième est localisé sur le chromosome 3 et est constitué d’un seul exon 

codant. Ces gènes sont présents uniquement chez les mammifères. Il a par ailleurs été 
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récemment proposé que les gènes codant pour les GASP seraient issus d’un ancêtre commun, 

proche de GASP-10, que l’on retrouve chez les poissons téléostéens (Matsuki et al., 2001). La 

famille GASP se caractérise aussi par la présence d’un motif conservé de 15 acides aminés 

présent de manière répété chez les cinq premiers membres de la famille GASP. Localisé dans 

la portion centrale des GASP, il est répété 22 fois chez GASP-1 et 2 fois chez GASP-2 à 

GASP-5. La séquence consensus de ce motif est riche en acides aminés chargés et présente 4 

résidus centraux quasiment invariants, SWFW, qui forment le cœur du motif. Bien qu’on les 

retrouve dans d’autres tissus, c’est dans le système nerveux central que les protéines GASP 

sont le plus fortement exprimées (Simonin et al., 2004), ce qui est en accord avec une 

fonction liée à la régulation de l’activité des RCPG présents abondamment dans le système 

nerveux central.  

 

 

Figure 12 : La famille des protéines GASP. 

Figure issue de la publication 1 (voir ci-dessous) 
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I.2.3. La régulation négative des récepteurs par GASP-1 
 

 L’équipe de J. Whistler a proposé que GASP-1 participe à la régulation négative du 

récepteur DOR en le dirigeant vers le compartiment lysosomal. Des essais réalisés en contexte 

cellulaire ont notamment montré que la portion carboxyl-terminale de GASP-1, allant des 

acides aminé 899 à 1395 et nommée cGASP, peut entrer en compétition avec la protéine 

GASP-1 endogène pour la liaison au récepteur DOR et que sa surexpression favorise le 

recyclage du récepteur DOR vers la membrane cytoplasmique en jouant le rôle de dominant 

négatif. À l’inverse, la surexpression de GASP-1 amplifie la dégradation du récepteur DOR 

suite à sa stimulation prolongée (Whistler et al., 2002). 

 Une autre étude menée par S. Bartlett et ses collaborateurs a également impliqué GASP-

1 dans la dégradation lysosomale du récepteur D2 à la dopamine. En effet, GASP-1 

coimmunoprécipite avec le récepteur D2 en contexte cellulaire et dans des extraits de cerveau  

de rat mais pas avec le récepteur D1 qui recycle vers la membrane cytoplasmique. De plus, la  

surexpression de cGASP prévient la dégradation lysosomale du récepteur D2 dans des 

cellules exprimant de manière endogène GASP-1. Des anticorps dirigés contre GASP-1 ont 

été utilisés afin d’inhiber son interaction avec le récepteur D2 dans des neurones 

dopaminergiques de l’aire tegmentale ventrale. Ces neurones ont été étudiés en patch-clamp 

sur des coupes de cerveau de rat. Cette technique permet de mesurer la variation du potentiel 

électrique de membrane sur un neurone isolé. Sa stimulation prolongée avec un agoniste 

dopaminergique conduit à une diminution progressive de sa réponse électrophysiologique 

(hyperpolarisation provoquée par l’activation via Gi des canaux K+ de rectification entrante) 

qui est liée à la désensibilisation des récepteurs D2. Cette réponse n’est pas retrouvée après 

une phase de repos sans agoniste ce qui indique que ces récepteurs ne sont pas resensibilisés. 

L’application d’un anticorps spécifique qui va saturer GASP-1 et l’empêcher d’agir, permet 

d’obtenir après la phase de repos une nouvelle réponse électrophysiologique suite au 

renouvellement de la stimulation avec l’agoniste. Ces résultats indiquent que l’inhibition de 

l’interaction entre GASP-1 et le récepteur D2 favorise son retour à la membrane 

cytoplasmique et la resensibilisation des neurones à l’agoniste (Bartlett et al., 2005).  

 Récemment, deux études ont montré que GASP-1 est impliqué dans la dégradation 

lysosomale du récepteur CB1 lors de sa stimulation prolongée avec un agoniste cannabinoïde 

(Martini et al., 2007; Tappe-Theodor et al., 2007). En effet, GASP-1 et le récepteur CB1 

coimmunoprécipitent en contexte cellulaire et dans des extraits de cerveau de rat. Ils 

colocalisent également dans des neurones de striatum et de moelle épinière en culture 
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primaire ainsi que dans le cerveau de rat et plus particulièrement au niveau de l’hippocampe 

et du gyrus denté. Dans les neurones de striatum comme dans les neurones de moelle épinière 

en culture primaire, la stimulation prolongée avec un agoniste cannabinoïde provoque une 

diminution significative du nombre de récepteurs CB1 qui sont dégradés au niveau du 

lysosome. Cette diminution peut être prévenue par la surexpression du dominant négatif 

cGASP qui va se lier au domaine carboxyl-terminal du récepteur CB1 à la place de GASP-1 

endogène et l’empêcher ainsi de diriger le récepteur vers le compartiment lysosomal. Les 

récepteurs CB1 internalisés suivent alors la voie de recyclage et retournent à la membrane 

cytoplasmique. Ces études montrent ainsi que l’interaction de GASP-1 avec le récepteur CB1 

est nécessaire à sa dégradation lysosomale.  

 GASP-1 favorise la dégradation lysosomale des récepteurs DOR, D2 et CB1 avec 

lesquels il interagit. Cependant, il est intrigant de constater que GASP-1 interagit également 

avec des récepteurs qui sont recyclés vers la membrane cytoplasmique comme nous le verrons 

par la suite(Heydorn et al., 2004; Simonin et al., 2004). Parmi eux, on distingue les récepteurs 

β2AR et MOR dont il existe deux mutants qui sont dirigés vers le compartiment lysosomal au 

lieu d’être recyclés vers la membrane cytoplasmique. Récemment, une étude s’est intéressée à 

l’interaction en contexte cellulaire de ces deux récepteurs et de leurs mutants avec GASP-1 et 

GASP-2 son plus proche homologue (Thompson et al., 2007). Le récepteur β2AR interagit 

fortement avec GASP-1 et GASP-2 in vitro mais pas en contexte cellulaire. En effet, une fois 

internalisé le récepteur β2AR va interagir préférentiellement avec la protéine cytoplasmique 

NHERF qui va promouvoir son recyclage rapide vers la membrane cytoplasmique. Cette 

interaction est possible grâce à la présence d’un motif PDZ au niveau de l’extrémité carboxyl-

terminale du récepteur β2AR(Cao et al., 1999). Lorsque ce motif est muté, le récepteur 

n’interagit plus avec NHERF par contre une interaction avec GASP-1 et GASP-2 est alors 

révélée par coimmunoprécipitation. De plus, le récepteur β2AR n’est plus recyclé mais 

dégradé et cette dégradation peut être prévenue par la surexpression du dominant négatif 

cGASP. Il apparaît donc que l’inhibition de l’interaction avec NHERF rend le récepteur 

β2AR accessible à GASP-1 qui va le diriger vers le compartiment lysosomal. Ceci suggère 

que certains partenaires d’interaction cytoplasmiques des RCPG sont en compétition et que 

l’orientation de ces RCPG vers la voie du recyclage ou vers la voie de la dégradation soit 

déterminée par l’affinité de ces partenaires pour les récepteurs. Ainsi l’affinité de la protéine 

NHERF pour le récepteur β2AR est plus importante que celle de GASP-1 c’est pourquoi ce 

récepteur est recyclé. Cette notion d’affinité de liaison est illustrée par le fait que la 

surexpression de cGASP ne permet de déplacer qu’une fraction des protéines NHERF qui 
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interagissent avec le récepteur β2AR sauvage (Thompson et al., 2007). Le récepteur MOR est 

également recyclé vers la membrane cytoplasmique mais à la différence du récepteur β2AR, il 

n’interagit que faiblement avec GASP-1 et GASP-2 in vitro ainsi qu’en contexte cellulaire. Le 

récepteur MOR possède à son extrémité carboxyl-terminale une séquence de recyclage de 17 

acides aminés (Tanowitz& von Zastrow,  2003). La délétion de cette séquence favorise la 

dégradation protéolytique du récepteur. De plus, le récepteur MOR tronqué présente une 

affinité plus grande pour GASP-1 et GASP-2 ce qui est en contradiction avec ce qui a été 

observé pour le récepteur β2AR. Il apparaît donc que la délétion de la séquence de recyclage 

du récepteur MOR modifie son affinité pour GASP-1 et GASP-2 et l’hypothèse privilégiée 

par les auteurs de cette étude est que la délétion de cette séquence démasque ou rend 

accessible un site de liaison pour GASP-1 et -2. 

I.2.4. Publication 1 

 

Identification and biological significance of G protein-coupled receptor Associated Sorting 

Proteins (GASP).Abu-Helo A. and Simonin F. (2010).Pharmacology&Therapeutics, 126 :244-

250. 
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I.2.5. Discussion: la publication n°1 

 

 Notre équipe à récemment publié un article dans lequel nous avons pu démontrer que 

le petit motif répété, présents 22 fois dans le domaine central de GASP-1, évoqué dans la 

publication N°1, est essentiel à l'interaction des GASP-1 à -5 avec plusieurs RCPG (Bornertet 

al., 2013). Olivier Bornert (un étudiant en thèse du laboratoire) dans des expériences de 

« GST-pull down », de résonnance plasmonique de surface et de co-immunoprécipitation 

réalisées avec différentes régions de la protéine GASP-1 a montré que la partie centrale de 

GASP-1 contenant les 22 motifs GASP est indispensable pour l’interaction avec différents 

récepteurs. Il a ensuite réalisé des expériences de mutagénèse dirigée ainsi que des expérience 

de compétition à l’aide de petits peptides synthétiques qui lui ont permis de montrer que le 

motif GASP et plus particulièrement la séquence hautement conservée SWFW au cœur de ce 

motif est essentielle pour l’interaction avec les RCPG.  

Ce travail lui a permis par la suite de mettre au point un essai utilisable pour 

l’identification par criblage à haut débit de petites molécules permettant de bloquer 

l’interaction entre le récepteur bêta-2 adrénergique et GASP-1. Cette partie de son travail s’est 

située dans la continuité directe des travaux décrits dans ce manuscrit. Il a ainsi pu identifier 

très récemment les premières molécules capables de bloquer l’interaction GASP-1/bêta-

2ADR. Elles sont actuellement en cours de caractérisation et une fois validées in vitro, elles 

pourront être testées dans le modèle d’hyperréactivité bronchique induit par les agonistes 

bêta-2 adrénergiques décrit ici. 

 

I.3. La régulation négative des RCPG 

 
Les récepteurs couplés aux protéines G sont, pour la plupart, rapidement internalisés 

après stimulation par leur ligand. L’étude de ce phénomène s’est particulièrement développée 

depuis une quinzaine d’années et a engendré une masse considérable d’informations. La 

vision des mécanismes et du rôle de l’internalisation des RCPG a grandement évolué, partant 

d’un simple rôle de régulation du niveau de récepteurs membranaires et de désensibilisation 

du signal juqu’à l’apparition du concept récent de signaux de transduction émis 

spécifiquement par des RCPG internalisés. Suite à leur endocytose les récepteurs sont ensuite 

soit dégradés dans les lysosomes, c’est la régulation négative ou « down regulation », soit 

recyclés vers la membrane plasmique. 
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 Pour de très nombreux RCPG l’orientation vers les lysosomes et la dégradation 

nécessite leur ubiquitinylation et leur interaction avec les domaines d’interaction à 

l’ubiquitine du complexe de tri vers les lysosomes (ESCRT). Cependant, tous les RCPG ne 

nécessitent pas une ubiquitinylation directe ou une interaction avec tous les composant de la 

machinerie ESCRT pour une dégradation dans les lysosomes. Les différents mécanismes de 

dégradation lysosomale des RCPG sont abordés dans les paragraphes suivants. 

 

I.3.1. Ubiquitinylation et régulation négative des récepteurs couplés aux protéines G 

 

Comme nous l’avons vu, l’ubiquitinylation prolongée de la β-arrestinen’est pas 

directement impliquée dans la dégradation lysosomale du récepteur β2AR. Cependant, il a été 

observé qu’elle entraîne sa rétention au niveau de l’endosome, avec pour conséquence la 

potentialisation de son orientation vers la voie lysosomale. Il a été montré, en revanche, que 

l’ubiquitinylation du récepteur lui-même se trouve impliquée dans son orientation vers la voie 

lysosomale.l’ubiquitinylation de la β-arrestine mais également celle du récepteur 

β2ARL’ubiquitine ligase Mdm2 s’associe à la β-arrestine et catalyse alors l’ubiquitinylation 

de la β-arrestine, mais aussi l’ubiquitinylation du récepteur β2AR, ce qui contribue à 

promouvoir sa dégradation lysosomale (Shenoy et al., 2001). En effet, un récepteur β2AR 

dont les résidus lysine de son domaine carboxyl-terminal ont été mutés afin d’empêcher toute 

ubiquitinylation est toujours internalisé mais n’est plus dégradé. Ceci indique que 

l’ubiquitinylation de β2AR est nécessaire à sa dégradation mais pas à son internalisation et à 

sa séquestration au niveau de l’endosome. Le même type d’approche a été utilisé avec les 

récepteurs CXCR4 (Marchese &Benovic, 2001), PAR2 (Jacob et al., 2005) et NK1 (Cottrell, 

2006).  Pour le récepteur CXCR4 une séquence de dégradation contenant les lysines 

ubiquitinylées a été caractérisée dans le domaine carboxyl-terminal (324SSLKILSKGK333). 

Ces récepteurs, dont les résidus lysine ont été mutés, sont internalisés mais ne sont plus 

dégradés suite à leur stimulation prolongée. Il a également été montré que le récepteur V2 est 

ubiquitinylé puis dégradé dans les lysosomes consécutivement à sa stimulation par la 

vasopressine. Cette ubiquitinylation nécessite la présence de la β-arrestine2 qui joue le rôle de 

protéine adaptatrice entre le récepteur V2 et le complexe d’ubiquitinylation (Martin et al., 

2003). 

 Les mécanismes impliqués dans la reconnaissance des RCPG ubiquitinylés et leur 

orientation vers le compartiment lysosomal sont encore mal compris. Il a cependant été 
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proposé que le récepteur CXCR4 ubiquitinylé soit pris en charge par l’ESCRT (endosomal 

sorting complex required for transport), un complexe protéique associé à la membrane de 

l’endosome qui est impliqué dans le transport de vésicules cargo ubiquitinylées vers le 

lysosome via un compartiment membranaire intermédiaire appelé corps multi-vésiculaire 

(MVB, multivesicular body ; Katzmann et al., 2001). L’ESCRT est notamment composé de la 

protéine Hrs qui contient un domaine d’interaction avec l’ubiquitine. Des essais de déplétion 

de protéine Hrs ont montré un blocage du trafic vers le lysosome des récepteurs CXCR4 

(Marchese et al., 2003). Comme nous l’avons vu précédemment, la protéine Hrs est 

également impliquée dans le recyclage vers la membrane cytoplasmique des récepteurs β2AR 

et MOR (Hanyaloglu et al., 2005) ce qui suggèrerait qu’elle puisse jouer un rôle central dans 

le tri des récepteurs entre la voie de recyclage et la voie de dégradation lysosomale.  

 

1.3.2 GASP-1 et régulation négative des récepteurs couplés aux protéines G 

 
Comme nous l’avons vu dans la partie I.2.3, GASP-1 a été impliqué dans la dégradation 

des RCPG par la voie lysosomale. Cependant, cette voie ne semble pas nécessiter une 

ubiquitination directe des récepteurs ou une interaction avec Tsg101 (ESCRT-1) malgré sa 

dépendance avec HRS (ESCRT-0) et l’AAA-ATPase Vps4 qui est impliquée dans la régulation du 

complexe ESCRT (Tanowitz &Von Zastrow, 2002 ; Henry et al., 2011).  

 Une étude très récente a rapporté une fonction surprenante d’une nouvelle protéine 

associée à l’autophagie, Beclin-2, dans la régulation du tri des RCPG vers le compartiment 

lysosomal et la dégradation par l’intermédiaire d’une interaction avec GASP-1 (He et al., 2013). 

En particulier, dans des fibroblastes embryonnaires issus de souris KO Beclin-2 l’expression de 

différents RCPG semble plus élévée. Cependant de nombreuses questions restent à élucider et 

notamment comment Beclin-2 et GASP-1 recrutent les composants de la machinerie ESCRT pour 

finalement trier les récepteurs ves les lysosomes.  

On peut noter ici que les résultats obtenus au laboratoire avec les KO GASP-1 ne sont pas 

en accord avec l’implication de GASP-1 dans la dégradation des RCPG mais à l’inverse dans leur 

recyclage. Ce point est évoqué dans la publication 1. 

 

1.3.3 Alix et régulation négative des récepteurs couplés aux protéines G 

 
ALIX est une protéine ubiquitaire qui couple les protéines associées à la membrane à la 
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machinerie ESCRT. Elle a trois domaines fonctionnels : un domaine NH2-terminal Bro1, un 

domaine central de type V et une région COOH-terminal riche en proline qui se lie à d’autres 

protéines adaptatrices et aux ubiquitines ligases (Pires et al., 2009 ; Sette et al., 2010 ; Zhai et al., 

2008 ; Shi et al., 2012). Si il a été montré qu’ALIX sert d’adaptateur à la machinerie ESCRT 

pendant la cytokinèse (Morita et al., 2007) et facilite le bourgeonement de virus enveloppés via 

une interaction avec la protéine MBV4 et le complexe ESCRT-III (Carlton et al., 2008 ; Carlson et 

al., 2012), son rôle dans le tri lysosomal des protéines internalisées demeure obscur. 

Des découvertes récentes indiquent qu’ALIX serait impliqué dans le tri lysosomal de 

PAR1 (protease-activated receptor-1), un RCPG de la thrombin, via une voie non-canonique 

nécessitant ESCRT-III (Dores et al., 2012). L’ubiquitination de PAR1 n’est pas nécessaire pour sa 

dégradation car ni HRS ni Tsg101 ne sont nécessaires pour la dégradation de PAR1 . Cette voie 

semble distincte de celle impliquant GASP-1 qui fait intervenir HRS et Vps4 mais pas Tsg101 

(Tanowitz &Von Zastrow, 2002). Cependant, le fait que Vps4 et ESCRT-III soient essentiels pour 

la dégradation de PAR1, indique que certains composants sont conservés entre les voies de tri 

lysosomal régulées par GASP-1 et ALIX (Dores & Trejo, 2014). 

 

I.4. L’asthme 

 

 L’asthme est une maladie très répandue affectant enfants et adultes. Annuellement, 

plusde 5000 personnes meurent de crise d’asthme aux USA, et cette maladiereprésente entre 1 

et 3% de toutes les consultations. Ces chiffres pourraient êtres réduits parl’utilisation de 

traitements appropriés, mais la physiopathologie de l’asthme est connue depuispeu de temps 

seulement. 

 L’asthme est causé par l’inflammation chronique des voies respiratoires, ce qui rend 

lespersonnes asthmatiques hypersensibles à divers stimuli externes appelés allergènes. 

Quandl’inflammation est induite par un facteur externe ou interne, les voies aériennes enflent 

et seremplissent de mucus. Les muscles des voies respiratoires se contractent, causant 

d’autantplus de gêne. Cette difficulté à expirer exacerbe la crise d’asthme (Deepak et al., 

2006 ; Figure 13). 

 

I.4.1. Types de médicaments 
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L’asthme ne peut être guéri, mais peut être contrôlé par différents types de médicaments : 

-Les SABA (Short Acting B2-AR agonists), qui sont des agonistes des récepteurs bêta2 

adrénergiques (B2-AR) qui induisent relaxation des muscles lisses des voies aériennes dont 

l’action est quasiimmédiate par inhalation et dure jusqu’à 6h au maximum 

-Les LABA (Long Acting B2-AR agonists) dont l’action broncho-dilatatrice persisteplus de 

12h après la prise. 

-Les glucocorticoïdes réduisent l’inflammation aussi bien en modulant la production 

decytokines et de chimiokines qu’en inhibant l’accumulation de basophiles, éosinophileset de 

lymphocytes en réduisant la perméabilité vasculaire. 

 

 

 

Figure 13 : Rôle du muscle lisse des voies aériennes dans la pathogenèse de l’asthme. 

La stimulation du muscle lisse par les allergènes déclenche plusieurs mécanismes impliquésdans l’obstruction 

bronchique, ce qui exacerbe la crise d’asthme (January et al.,1997). 

 

 

1.4.2. Les récepteurs adrénergiques 

 
 Les récepteurs adrénergiques sont des RCPG localisés à la surface de la membrane des 

cellules innervées par des neurones adrénergiques (et certaines cellules non innervées). Ils ont 

pour fonction de lier les médiateurs adrénergiques endogènes : la noradrénaline et 



 65 

l’adrénaline. Cette interaction déclenche une série d’événements intracellulaires complexes, 

qui provoquent des modifications spécifiques de l’activité de la cellule effectrice (Riviere 

&Papich, 2009). 

 

I.4.2.1. Classification des récepteurs adrénergiques 

 

 C’est sur les capacités relatives de la noradrénaline, de l’adrénaline et de l’isoprotérénol 

(un agoniste synthétique) à provoquer des effets excitateurs ou inhibiteurs sur une série de 

tissus (cœur, vaisseaux, poumons), qu’était fondée la toute première séparation des récepteurs 

adrénergiques en deux principales classes : α et β (Riviere&Papich, 2009).Les réponses 

excitatrices étaient le plus souvent associées aux récepteurs α, et les réponses inhibitrices, aux 

récepteurs β.Les récepteurs cardiaques β excitateurs constituent l’exception principale de cette 

règle, et ont mené à la distinction de différents types de récepteurs β, nommés β1 et β2 

(Riviere &Papich, 2009), Plus tard, les récepteurs α furent également séparés en sous-types α1 

et α2.Depuis, chaque type de récepteur a été partagé en de nombreuses sous-classes, aux 

profils pharmacodynamiques distincts. 

 

I.4.2.2. Localisation des récepteurs adrénergiques 

 

 De nombreux tissus contiennent à la fois des récepteurs α1 et α2, ou β1 et β2 dans 

différentes proportions, qui varient notamment selon les espèces (Riviere &Papich, 2009). Le 

plus souvent, un sous-type domine, et confère au tissu ou organe sa classification 

fonctionnelle. 

 

I.4.2.3. Les récepteurs de sous type α1 et α2 

 

 Il convient tout d’abord de préciser queles récepteurs α1 et α2sont ceux qui se situent, 

en particulier, au niveau des fibres musculaires lisses des viscères et de l’endothélium des 

vaisseaux.Leur stimulation entraîne une contraction de ces fibres : on pense notamment aux 

problèmes de vasoconstriction des artérioles et des veines systémiques. Mais pour reprendre 

une ébauche de typologie à cet égard, nous dirons ici que les récepteurs α1 sont ceux qui se 
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situent sur les cellules effectrices, et que sont appelées α2 les récepteurs des terminaisons 

nerveuses Les récepteurs α1 sont donc ceux des vaisseaux innervés, tandis que les α2 sont 

principalement localisés aux régions extra-synaptiques des fibres musculaires lisses 

vasculaires et à certains types de cellules non innervées(Riviere &Papich, 2009). 

 

I.4.2.4. Les récepteurs β1 cardiaques 

 

Le récepteur fonctionnellement prédominant dans le myocarde des mammifères est de 

sous-type β1. Ce récepteur est activé, par ordre de puissance, par l’isoprotérénol, puis de 

manière équivalente par l’adrénaline et la noradrénaline (l’isoprotérénol est 10 à 20 fois plus 

actif sur le cœur que l’adrénaline et la noradrénaline). Le fait d’activer les récepteurs β1 

cardiaques conduit à une réponse caractéristique d’ordre sympathomimétique, avec des effets 

de diverses natures : inotropes, chronotropes, dromotropes, bathmotropes et tonotropes 

positifs. Une augmentationde la consommation en oxygène du myocarde et d’une 

vasodilatation coronarienne métabolique trouve son origine dans  l’augmentation de la 

fréquence et de la contractilité cardiaques(Riviere&Papich, 2009). 

I.4.2.5.Les récepteurs β2 pulmonaires et des muscles lisses vasculaires 

 

 Les récepteurs β adrénergiques des poumons et de la vascularisation périphérique sont 

principalement de sous-type β2. (voir la structure du récepteur β2 dans la figure 14). Ces 

récepteurs sont activés fortement par l’isoprotérénol et l’adrénaline, mais faiblement par la 

noradrénaline. 

 Les récepteurs β2 pulmonaires provoquent une relaxation des muscles lisses 

bronchiolaires et par conséquent une bronchodilatation. 

 Les récepteurs β2 des muscles lisses vasculaires sont présents dans différents tissus, où 

ils produisent une vasodilatation et réduisent la résistance vasculaire. Bien que cela soit 

encore incertain, il semblerait que la plupart des récepteurs β2 vasculaires soient non 

innervés, et, comme pour les récepteurs β2 pulmonaires, ils dépendraient principalement de 

l’adrénaline circulante pour l’activation et le tonus adrénergique basal. 

 Il est important de signaler que la classification α1-α2 et β1-β2 des récepteurs est une 

simplification à l’extrême, et qu’il existe de nombreuses divisions en sous-types 

(Rasmussenet al., 2007). Il existe notamment des récepteurs β3. 
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Figure 14 : Schéma de la structure cristallographique du récepteur β2-adrénergique 

Structure cristallographique du récepteur β2-adrénergique (en vert) et de son agoniste inverse le carazolol 

(atomes de carbone en gris, d’oxygène en rouge et d’azote en bleu). La membrane phospholipidique est 

représentée sous forme de sphères bleues (phosphates) et des lignes jaunes (chaines lipidiques).D’après 

(Rasmussen et al., 2007). 

 

 

I.4.2.6. Caractéristiques des différents types de récepteurs et de leurs agonistes 

 

Tableau 1: Caractéristiques des principaux types de récepteurs adrénergiques,(Reiter, 

2004). 
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 L’adrénaline est un puissant stimulant α, et est également très active sur les récepteurs β 

(tableau 1). Elle provoque donc à la fois une vasodilatation dans les vaisseaux contenant des 

récepteurs β2 (ex : muscles squelettiques), et une vasoconstriction dans les vaisseaux où les 

récepteurs α sont prédominants (ex : viscères abdominaux). Le flux sanguin est donc 

augmenté dans certaines régions en réponse à la vasodilatation, et diminué dans les zones où 

la vasoconstriction prédomine. 

 L’isoprotérénol est un agoniste β sélectif. Il provoque une vasodilatation, une chute de 

la pression artérielle diastolique, une baisse des résistances périphériques, et une 

augmentation du flux sanguin dans les zones contenant des récepteurs β.  

 Le cœur est activé par l’adrénaline, la noradrénaline, et l’isoprotérénol. L’isoprotérénol 

est le plus puissant des trois, et provoque une augmentation importante de la force contractile 

du myocarde, de la fréquence cardiaque, et du débit cardiaque. 

 La noradrénaline augmente aussi la force contractile du myocarde, mais provoque une 

bradycardie à son pic d’effet, du fait d’une augmentation du tonus vagal. De plus, la 

vasoconstriction périphérique induite par la noradrénaline est susceptible de diminuer le 

retour veineux, limitant ainsi l’augmentation du débit cardiaque, malgré l’activation du cœur. 

La noradrénaline a une affinité plus grande pour les récepteurs β1 que pour les β2; 

l’adrénaline a approximativement la même affinité pour les deux types de récepteurs (Reiter, 

2004 ;Figure 15). 
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Figure 15 : Organisation périphérique schématique du système orthosympathique(Pilot-

Storck, 2011) 

 

 

I.4.2.7. Conséquences de l’activation des récepteurs bêta-adrénergiques 

 

 Les récepteurs β-adrénergiques sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires, 

couplés à l’adénylcyclase par une protéine G (Figure 16). Leur stimulation induit la formation 

d’AMP cyclique (à partir d’ATP), second messager qui engendre ses effets par une cascade 

d’activation. 
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Figure 16 : Schéma de la stimulation d’un récepteur couplé à une protéine G(Deepak et 

al., 2006) 

 

I.4.3. Récepteurs β-adrénergiques et traitement de l’asthme 

 

 En ce qui concerne le traitement de l’asthme, le récepteur 2, qui est activé par la 

liaison d’un agoniste spécifique,constitue la cible thérapeutique privilégiée.Sa structure 

tridimensionnelle cristallographique a d’ailleurs fait l’objet d’une publication récente (Reiter, 

2004).Induit par cette liaison, le changement de conformation du complexe agoniste-récepteur 

permet l'activation de l'échange du GDP par du GTP, et donc l'activation de la protéine-G 

hétérotrimérique (sous-unités G et G) intracellulaires qui vont aller réguler l'activité de 

divers effecteurs membranaires oucytosoliques. 

 Tant que le récepteur est activé par son ligand, et tant que le système ne subit pas 

unedésensibilisation, le cycle d'échange du GDP par du GTP continue. L’AMPc 

catalysel’activation de la protéine kinase A (PKA), qui phosphoryle des protéines induisant 

larelaxation du muscle lisse. L’AMPc inhibe également la sortie de calcium Ca2+ des 

réservescytoplasmiques, favorisant ainsi la localisation du Ca2+ dans ces vésicules plutôt que 

dans lecytoplasme. D’autres mécanismes favoriseraient la relaxation du muscle lisse, 

vial’interaction avec les canaux potassiques par exemple (Figure 17). 

 

 Parmi les traitements privilégiés de l’asthme figure l’application d’agonistes 2-AR. 

Toutefois, il convient de souligner que l’utilisation répétitive des agonistes 2-AR entraîne, à 
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long terme,  une hyperréactivité bronchique. Ainsi en effet, des souris soumises à un 

traitement chronique au salbutamol, agoniste 2-AR, ont développé une hyperréactivité à la 

métacholine (agoniste muscarinique provoquant unebronchoconstriction). Ce phénomène 

s’accompagne d’un remodelage du muscle lisse desvoies aériennes, dont un épaississement du 

muscle lisse trachéal. Il a été proposé que cephénomène soit lié à la voie des MAP kinases 

(mitogen-activated protein) (Tamaoki et al., 2004). 

 

 L’application d’agonistes 2-AR de façon chronique entraîne également une tolérance 

auxeffets de ces médicaments, les rendant par la même inefficace, aggravant la maladie 

etaugmentant la morbidité et la mortalité de l’asthme (Finney et al., 2000) . 

 

 

 

 

Figure 17 : Implication de la voie de signalisation du récepteur 2-AR dans la 

relaxationdu muscle lisse bronchique. 

 La stimulation du récepteur 2-AR (représenté à droite dans la Figure 17, Gs-coupled receptor)induit la 

stimulation de divers acteurs de la relaxation musculaire. Par exemple, via la sous-unité alpha de la protéine G 

auquel il est couplé, la stimulation du récepteur 2-AR induitl’activation de l’AMPc qui catalyse l’activation 

protéine kinase A (PKA), qui phosphoryle àson tour des protéines induisant la relaxation du muscle lisse 

(Deepak et al., 2006). 
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II. OBJECTIFS DE LA THESE 
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 Le traitement de l’asthme avec un agoniste 2-AR entraîne à long terme une 

exacerbationdes symptômes de l’asthme et une hyperréactivité des voies aériennes. Etant 

donnél’importance potentielle de GASP-1 dans la modulation de l’activité des récepteurs 2-

AR,nous avons voulu examiner l’implication de GASP-1 dans ce phénomène. Par ailleurs, 

latolérance aux agonistes 2-AR serait d’après notre hypothèse étroitement liée à 

unediminution du nombre de site à la surface des cellules. Nous cherchons à établir un lien 

entrela diminution du nombre de sites à la surface des cellules et la dégradation des RCPG 

dontGASP-1 serait un des protagonistes. 

 

 L’objectif principal de ce travail a été d’examiner en détail l’interaction de GASP-1 et 

du récepteur 2-ARdans le contexte des voies aériennes. Le rôle de GASP-1 dans 

l’hyperréactivité à lamétacholine induite par un traitement prolongé avec les agonistes bêta2-

adrénergiques a été étudié in vivo grâce a l’utilisation de souris KOGASP-1. De plus, nous 

avons tenté de développer un modèle cellulaire permettant d’étudier le rôle de GASP-1 dans 

la signalisation associée aux récepteur bêta2-adrénergiques du muscle lisse bronchique.Cette 

étude a été réalisée au sein du laboratoire du Dr Frédéric Simonin (UMR 7242,Biotechnologie 

et Signalisation Cellulaire, ESBS, Illkirch) en collaboration avec le Dr Nelly Frossard (UMR 

72200, Laboratoire d’Innovation Thérapeutique, Faculté de Pharmacie de Strasbourg, 

Illkirch). 
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III. MATERIEL ET METHODES 
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III.1. Origine des produits utilisés 

 
Les produits suivants, Alprénolol hydrochloride, ICI 118 551, CGP 20 712 A, épinephrine 

hydrochloride, isoprotérenol et formotérol ont été commandé chez Sigma Aldrich. Le 

radioligand CGP 12 177 a  été commandé chez Perkin Elmer. L’anticorps polyclonal dirigé 

contre la partie C-terminale de GASP-1 a été réalisé à la plate forme « Anticorps » à 

l’IGBMC. Il a ensuite été purifié par affinité grâce a une résine sur laquelle, la partie de la 

protéine qui a servi à l’immunisation a été fixée. 

 

III.2. Animaux 

 

Nos travaux ont été réalisés sur des souris mâles adultes (WT+KO GASP1) de fond 

génétique mixte (50% C57BL/6J /50% SV129) générées à l’institut Clinique de la Souris 

(ICS, Illkirch). Les souris ont 8-12semaines au début du protocole, et pèsent entre 26 g et 30 

g. Les animaux sont habitués aux conditions d’hébergementet sont répartis en groupes de 4 

souris par cage. L’éclairage est programmé selon un cycle lumière/obscurité de 12h (allumé 

de 7h à 19h)et la température ambiante de la pièce est de 22°C ± 1°C. Toutes les souris 

disposent d’eau et de nourriture ad libitum, et les expériences sont réalisées durant la phase 

éclairée du cycle. Toutes les procédures expérimentales sont conformes aux directives 

européennes pour le soin des animaux de laboratoire (86/609/ECC). 

 

III.3. Génération des souris KO GASP-1 

 

 Le gène codant pour GASP-1 est constitué de 12 exons. Les 11 premiers exons sont 

noncodants alors que le douzième exon code pour GASP-1 dans sa totalité. Les souris 

déficientes en GASP-1 ont été obtenues en supprimant les exons 6 à 12 à l’aide de la 

technique de recombinaison homologue. Pour cela un vecteur de criblage a été réalisé, il 

contient un gène de résistance à la néomycine bordé par deux bras d’homologie 5’ et 3’ 

correspondant aux séquences situées en amont et en aval des exons 6 à 12 qui seront 

supprimés. Ces bras d’homologie ont été amplifiés par PCR sur de l’ADN génomique de 

cellule souche embryonnaire (ES) de souris 129S2/SvPas. Le vecteur linéarisé a été transféré 
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par électroporation dans des cellules ES de souris 129S2/SvPas cultivées en présence de 

néomycine afin de sélectionner les cellules ayant intégré le gène de résistance à cet 

antibiotique. Les clones résistants ont été analysés par PCR et un clone positif a pu être 

identifié. Il a été ensuite confirmé par Southern Blot avec une sonde néomycine sur des 

digestions avec des enzymes de restriction pour lesquelles un site est présent à l’intérieur de la 

zone d’homologie et un site est à l’extérieur. Un clone de cellule ES positif a été transféré par 

micro-injection à l’intérieur d’un embryon de souris C57BL/6J au stade blastocyste implanté 

dans une mère porteuse. La descendance chimérique (129S2/SvPas-C57BL/6J) ainsi obtenue 

a été mise en reproduction avec des souris C57BL/6J (Bœuf et al., 2009).Cette lignée est 

constituée d’animaux fertiles et au développement normal. 

 

III. 4. Méthodes de mesure de la réactivité bronchique 

 

III.4.1. Technique de l’oscillation forcée 

 

La réactivité bronchique à lamétacholine (agoniste muscarinique à effet 

bronchoconstricteur) a été évaluée en utilisant le flexivent (voir Figures 18 et 19). Les souris 

ont été anesthésiées avec une injection intra-péritonéale de xylasine (Rompun, 1mg/kg), suivi 

15 minutes plus tard par une injection intra-péritonéale de pentobarbital sodique (3.64 mg/kg). 

La trachée est exposée et une aiguille métallique de calibre 18 a été insérée dans la trachée 

(voir Figure 19). Les voies aériennes ont été reliées à un petit ventilateur quasi-sinusoïdale 

contrôlé par ordinateur.Les trachées sont ventilés avec un volume courant de 10 ml/kg à une 

fréquence de 150 cycles / min et une pression expiratoire positive de 2 cm d’H2O ce qui 

permet aux poumons d’atteindre un volume moyen proche de celui atteint lors de la 

respiration spontanée. Après la mesure d'un niveau de référence, chaque souris a été testée 

pendant 10s avec un aérosol de solvant généré avec un nébuliseur en ligne et administrée 

directement par le ventilateur avant le PBS et la métacholine à 50 mg/ml. Pour le calcul de 

l'effet de la métacholine, la réponse maximale a été utilisée comme la moyenne des trois 

valeurs maximales et intégré pour le calcul de la résistance des voies aériennes (R). Cette 

résistanceest exprimée en cm H20.s.ml-1(Daubeuf et al., 2013b).  

 



 77 

III.4.2. Technique de la pléthysmographie 

 
La réactivité des voies respiratoires à des concentrations croissantes de métacholine (0 

à 0,3 M) a été mesurée chez des animaux conscients et respirant spontanément sans retenue à 

l’aide d’un pléthysmographe barométrique (Emka Technologies ; voir Figure 20), en utilisant 

la pause augmentée (Penh ; voir Figure 21) comme un indice d'obstruction des voies 

respiratoires comme décrit précédemment (Delayre-Orthez et al., 2004 ; Daubeuf et al., 

2013a). Brièvement, les souris ont été stabilisées dans la chambredu pléthysmographe 

pendant 30 min jusqu'à ce que la ligne de base soit stable, puis ont été exposées à la solution 

saline en aérosol (30 sec) comme témoin. Ensuite, les souris ont ététestées toutes les 20 

minutes avec des doses croissantes de métacholine en aérosol pendant 30 sec. chacune, et la 

réactivité des voies respiratoires a été enregistrée pendant 5 min. 

 

 

 

Figure 18 : Flexivent® :méthode d'oscillation forcée de la mesure de la fonction 

pulmonaire. Photographie du dispositif expérimentalutilisé dans notre étude 
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Figure 19 : Flexivent® :méthodes d'oscillation forcée de la mesure de la fonction 

pulmonaire. Photographies (A et B) et schéma (C) du dispositif expérimentalutilisé dans notre étude. 
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Figure 20 : photographie des chambres du pléthysmographe. 

Une pompe assure un flux continue et constant d’air frais (1). Un capteur à 2 voies permet ladétection du flux 

d’air inspiré et du flux d’air expiré par la souris (2). Enfin, une entrée estprévue pour la nébulisation de produits 

pharmacologiques (3). (www.emka-technologies.com) 

 

 

 

 

 

http://www.emka-technologies.com/
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Figure 21: représentation schématique des paramètres pris en compte par l’index Penh 

Le Penh prend en compte les intensités d’expiration, d’inspiration, ainsi que leurs temps 

respectifs ; il permet donc une bonne appréciation de la difficulté respiratoire. 

 

III.5. Protocoles des expérimentations animales 

 

III.5.1. Administration des agonistes bêta2-adrénergiques 

 

Le formotérol (Sigma, F9552) et le salbutamol (Sigma, S8260) ou le solvant (2-

hydroxypropyl-bêta-cyclodextrine, CDx, 1,25% et 10% dans le sérumphysiologique, 

respectivement) ont été administrés par voie intranasale (i.n.) aux doses de 40 et 400 µg/kg 

pour le formotérol et 1 mg/kg pour le salbutamol. Les administrations intranasales ont été 

réalisées sous anesthésie légère (50 mg/kg de kétamine et 3.33 mg/kg de xylazine par voie 

intrapéritonéale). 

 

III.5.2. Effet aigu d’une seule dose de salbutamol sur la réactivité bronchique chez les 

souris sauvages. 

 
Le but de cette expérience est de tester l’effet d’une seule dose de salbutamol (agoniste 

β2 adrénergique) sur la réactivité bronchique à la métacholinechez des animaux sauvages de 
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même fond génétique que les souris KOGASP1 (50% C57BL6J/50%SV129) en utilisant le 

flexivent.  

Le protocole consiste à anesthésier les souris par deux administrations intra-

péritonéales, une première de xylasine, pour décontracter les muscles, suivie d’une seconde 

de pentobarbital, un anesthésique dissociatif. Le salbutamol est administré par voie intra-

nasale entre les deux administrations IP (voir schéma 1). La souris est alors placée en 

decubitus dorsal, une trachéotomie est réalisée en introduisant un canal qui lie la trachée au 

flexivent. La respiration est ainsi assistée et imposée par l’appareil. Une solution de PBS est 

d’abord nébulisée pour donner le niveau basal suivie par la nébulisation par lamétacholine qui 

donne le maximum de broncho-constriction 

La mesure de la réactivité bronchique est effectuée 12 fois après chaque nébulisation. 

La mesure est effectuée en comparant le flux en amont et en aval de l’animal via une 

perturbation du flux.  

 

Schéma 1: Protocole d’anesthésie et d’administration du salbutamol et de la métacholine. 

MCH: métacholine 

 

 

 

Cette expérience a été réalisée sur des souris sauvages de fond génétique 50% 

C57BL6J/50%SV129. Les animaux testés sont au nombre de 8 souris réparties en 2 groupes : 

- Groupe 1 : PBS-PBS (4 souris) 

- Groupe 2 : PBS-MCH (4 souris) 

 

III.5.3. Effet aigu du formotérol sur la réactivité bronchique chez des souris sauvages 

 

Le but de cette étude est de tester trois doses de formotérol (agoniste β2 adrénergique) 

afin d’identifier la dose optimale qui permet de prévenir au maximum la bronchoconstriction 

induite par la métacholine en utilisant le Flexivent. 

Le protocole d’anesthésie, d’administration des doses de formotérol ainsi que la 

mesure de la réactivité bronchique est identique au protocole précédent (voir schéma 2). Trois 

doses de formotérol40µg/kg, 400 μg/kg et 1 mg/kg (par poids de l’animal)ont été testées. 

Cette expérience a été réalisée sur des souris sauvages de même fond génétique que les souris 
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KOGASP1 (50% C57BL6J/50%SV129). Les animaux testés sont au nombre de 32 souris 

réparties en quatregroupes : 

- Groupe 1 :PBS-PBS (8 souris) 

- Groupe 2 :FOR 40µg/kg –MCH (8 souris) 

- Groupe 3 :FOR 400µg/kg-MCH (8souris) 

- Groupe 4 : FOR 1 mg/kg-MCH (8souris) 

 

 

Schéma 2: Protocole d’anesthésie et d’administration du formotérol et de la métacholine 

 

 

III.5.4. Effet aigu du formotérol sur la réactivité bronchique des souris KO GASP1 

 

 Le but de cette expérience est de tester l’effet aigu d’une dose de formotérol (FOR), 400 

μg/kg chez les souris KO GASP1. 

 Le protocole d’anesthésie, d’administration de formotérol ainsi que la mesure de la 

réactivité bronchique est identique au protocole précédent. Les animaux utilisés sont au 

nombre de 32 souris réparties en 4 groupes : 

- Groupe 1 : WT/PBS, (8souris) 

- Groupe 2 : KOGASP1/PBS (8 souris) 

- Groupe 3 : WT/FOR (8souris) 

- Groupe 4 : KO GASP1/FOR (8 souris) 

 

III.5.5. Préparation des membranes à partir depoumons et quantification du nombre de 

sites bêta-adrénergiques par liaison à un ligand radioactif. 

 

Pour la préparation des membranes, un demi poumon est pesé, puis broyé à 
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l’ultraturax dans 10ml de tampon 5 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 2 mM EDTA avec inhibiteurs de 

protéases (Roche, complete). L’extrait est ensuite centrifugé 15 min à 4°C à 35 000 g. Le 

culot est lavé avec le tampon de broyage puis centrifugé une nouvelle fois 15 min à 4°C à 35 

000 g. Il est ensuite resuspendu dans 2ml de tampon 75 mM Tris-HCl pH 7,4 ; 12,5 mM 

MgCl2; 2mM EDTA, puis homogénéisé à l’aide d’un potter. La quantité de protéine est dosée 

par la méthode de Bradford par référence à une gamme croissante de BSA avec un réactif Bio 

Rad. 

Les essais de binding sont réalisés en duplicats dans des tubes MinisorbTM (Nunc) 

dans du tampon 50mM Tris-HCl pH 7,7 (volume final de 500μl), en présence d’une 

concentration saturante d’un ligand radioactif bêta-AR non sélectif, le [3H]CGP-12177 à 2nM 

(50µl), et avec 50μg de protéines. La distinction entre récepteurs bêta-1 et bêta2-AR se fait 

par addition dans 2 duplicats supplémentaires respectivement de 500nM d’antagoniste bêta2-

AR ICI 118 551 et 2µMbêta1-AR CGP-20712A (50µl de chaque antagoniste). La liaison non 

spécifique est mesurée à l’aide d’un antagoniste non sélectif, l’alprénolol, à 2µM (50µl). Les 

tubes sont mis à incubés pendant 30 min au bain marie à 37°C. L’excès de radioligand non lié 

est éliminé par filtration sur un filtre Whatman de type GF/B à l’aide d’un appareil de 

filtration rapide (Brandel©). La radioactivité retenue sur les filtres est comptée en présence de 

3ml d’un liquide scintillant (Ultimate gold, PerkinElmer) à l’aide d’un compteur à 

scintillation (PerkinElmer). 

 

III.5.6. Effet aigu du formotérol sur le nombre des récepteurs bêta-adrénergiques 

 

 Le but de cette expérience est d’évaluer l’influence d’un traitement aigu au formotérol 

sur le nombre de sites de récepteurs bêta1- (B1) et bêta2-(B2) adrénergiques dans des 

homogénats de poumons des souris sauvages et des souris KO GASP1. 

 Nous avons préparé des membranes à partir d’un poumon de chaque animal utilisé lors 

de nos expériences de bronchodilatation et le nombre de sites B1-AR et B2-AR ont été 

déterminé individuellement pour chaque animal par la technique décrite au paragraphe 

précédent (III.5.5). Dans les membranes des animaux contrôle saline, nous avons pu 

déterminer qu’environ 70% de la liaison spécifique totale mesurée avec le [H3]CGP-12177 est 

due au récepteur B2-AR, le reste étant dû au récepteur B1-AR (données non montrées). Ces 

résultats sont en accord avec ce qui est décrit dans la littérature. Nous avons par ailleurs 

vérifié que les valeurs de Kd obtenues pour le [H3]CGP-12177 sont similaires pour les 
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membranes de poumon des souris contrôles WT et KO GASP-1 (respectivement 0.17 ± 0.3 

nM et 0.21 ± 0.4 nM). Ces valeurs sont proches de celles décrites dans la littérature. C’est 

également le cas des valeurs de Ki obtenues pour les ligands froid CGP-20712A (Figure 

22A ; tableau 2) et ICI 118 551 (Figure 22B ; tableau 2) 
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Figure 22 : Détermination des valeurs de Ki pour lessouris contrôles saline WT et KO 

GASP1 

Gamme de CGP20712(A) et de ICI 118551(B). Chaque point est réalisé en duplicat et les poumons de 5 souris 

contrôles salineWT et KO GASP-1 ont été traités individuellement 

 

Tableau 2 : Moyennes des valeurs de Ki pour les ligands CGP 20712 et ICI 118551Valeurs 

obtenues pour les souris contrôles saline WT et KO GASP1 

 

Ligand 

WT 

CGP20712 

KO  

CGP20712 

WT  

ICI118551 

KO  

ICI118551 

Ki 18 ± 7nM 9 ± 2 nM 0,78 ± 0.06 nM 1,05 ± 0.05 nM 
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III.5.7. Effet chronique du formotérol sur la réactivité bronchique chez des souris WT et 

KO GASP1 

 

 Le but de cette expérience est d’analyser l’hyperactivité bronchique des souris WT et 

KO GASP1 à la métacholine après un traitement chronique au formotérol à l’aide du 

pléthysmographe barométrique et du flexivent. 

Le protocole consiste à traiter les souris quotidiennementavecle formotérole 400 μg/kg  

 Nous avons utilisé 36 souris divisées en 4 groupes : 

.- Groupe 1 :WT-PBS (9souris) 

- Groupe 2 :KO-PBS (9 souris) 

- Groupe 3 :WT-FORMO (9 souris) 

- Groupe 4 : KO-FORMO (9 souris) 

 

Au 28ème jour après traitement, la réactivité des voies respiratoires à des concentrations 

croissantes de métacholine (0 à 0,3 M) a été mesurée chez des animaux conscients et respirant 

spontanément sans retenue par pléthysmographie (voir Figure 20) barométrique (Emka 

Technologies), en utilisant la pause amélioré (Penh : enhanced pause ; voir III.4.2.) comme un 

indice d'obstruction des voies respiratoires comme décrit précédemment (Delayre-Orthez et 

al., 2004). Brièvement, les souris ont été stabilisées dans la chambre du plethysmographe 

pendant 30 min jusqu'à ce que la ligne de base soit stable, puis exposées à la solution saline en 

aérosol (30 sec) comme témoin. Ensuite, les souris ont été testées toutes les 20 minutes avec 

des aérosolscontenant les doses croissantes de métacholine (30 sec chacun), et la réactivité 

des voies respiratoires a été enregistrée pendant 5 min. 

 Au 35ème jour,La réactivité bronchique a été évaluée 24 heures après la dernière 

administration de formotérol avec la technique d'oscillation forcée au flexivent (voir III.4.1.). 

 

III.5.8. Mesure de la tolérance induite par administration chronique de formotérol 

 

 Il s’agit de mesurer la résistance des voies respiratoires par la technique de l'oscillation 

forcéejuste après administration de formotérol afin de tester la tolérance induite par 

administration chronique de formotérol. 
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La réactivité bronchique à la méthacholinea été évaluée en utilisant la technique d'oscillation 

forcée par le flexivent en utilisant le même protocole que celui décrit précédemment(voir 

III.4.1a). 

Nous avons utilisé 48 souris divisées en 6 groupes 

.- Groupe 1 :WT-PBS-PBS (8souris) 

- Groupe 2 :KO-PBS-PBS(8 souris) 

- Groupe 3 :WT-PBS-FORMO (8souis) 

- Groupe 4 : KO-PBS-FPRMO (8 souris) 

- Groupe 5 : WT-FPRMO-FORMO (8 souris) 

- Groupe 6 : KO-FORMO-FORMO(8souris) 

 

III.5.9. Effet chronique du formotérol sur le nombre des récepteurs bêta-adrénergiques 

 

 L’objectif de cette expérience est la quantification du nombre de sites des récepteurs 

B1- et B2-AR dans des homogénats de poumons des souris KO GASP1 après un traitement 

répété au formotérol. 

Le protocole suivi est identique à celui précédemment décrit pour évaluer le nombre 

de ces récepteurs après un traitement aigu au formotérol (III.5.5, III.5.6). 

 

III.5.10. Mesure du collagène et de l’activité de la Myeloperoxidase dans le poumon 

 

Le but de cette expérience est de mesurer dans les poumons des souris WT et KO 

GASP-1 le collagène, qui constitue une composante du remodelage bronchique, et l’activité 

de la Myeloperoxidase (MPO) qui sert d’indicateur d’inflammation. 

Après prélèvement, les lobes droit du poumon ont été conservés au congélateur à -20°C 

jusqu'à utilisation. Les protéines du poumon ont été extraites dans 500 µl de PBS à l’aide d’un 

ultraturax (IMLAB, Lille, France) et centrifugées (10,000g, 10 min, 4°C). Le surnageant a été 

récupéré et utilisé pour mesurer le collagèneet l'activité MPO. 

La mesure du collagène dans les poumons a été réalisée par un dosage colorimétrique :à 

10 µl d’échantillon sont ajoutés 200 µl de réactif colorant du collagène (Sirius red 0.017%, et 

acide picrique 0.8% dansl’éthanol absolu). Le mélange est passé 30min au vortex (200 rpm) à 

température ambiante. Ensuite, le mélange est centrifugé à 2400g pendant 20 min à 4°C et le 
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surnageant est éliminé. Le culot est solubilisé par 200µl avec le réactif de collagène Alkali 

(éthanol absolu 20%, sodium dodécyl sulfate 1.3%, 2N hydroxide de sodium 12%) et la 

densité optique est mesurée à 540 nm. 

L’activité MPOdu poumona été utilisée comme une mesure indirecte del’infiltration des 

neutrophiles dans les tissus.Pour cette mesure, du bromure d'ammonium hexadécyltriméthyl 

(HTAB) et de l’EDTA ont été ajoutés à 200µl de surnageant à une concentration finale de 

0,5% HTAB et EDTA 5 mM dans du PBS. 15 µldu mélange ont été placés dans des tubes à 

essai avec 200 µl d'un tampon contenant 0,03% d’H2O2, 0,5 mM de chlorhydrate o-

dianisidine et 50 mM KH2PO4 (pH 6,15). La variation d'absorbance a été mesurée à 450 nm. 

 

III.5.11. Mesure de l’alpha actine du muscle lisse dans le poumon 

 

L’alpha l’actinea été mesurée par ELISA dans le surnageant après extraction des 

protéines du poumon comme décrit ci-dessus(III.5.10).Les Surnageants ont été déposés dans 

une plaque 96 puits (Nunc MaxiSorp®, 456537) dans 0,1M de tampon de carbonate de 

sodium pH 9,5 et la plaque a été incubée pendant une nuit à 4°C. La plaque a été lavée 3 fois 

avec un laveur de microplaques automatisé (Wellwash, Labsystems) avec 300 µlde tampon de 

lavage (PBS, 0,05% de Tween 20). La détection non spécifique a été bloquée par addition de 

300 µl de tampon de blocage (PBS, BSA 10%) et la plaque a été incubée pendant 1 heure à 

température ambiante sous agitation. La plaque a été lavée 3 fois(PBS, 0,05% de Tween 20) 

et 100 µl d'anticorps anti-actine musculaire lisse alpha(Abcam, ab5694), dilué dans le tampon 

bloquant, a été ajouté à chaque puits. La plaque est incubée pendant 2 heures à température 

ambiante sous agitation. Ensuite, elle a été lavée 3 fois avec 300 µl tampon de lavage. La 

Streptavidine-HRP (Sigma, E-2886), dilué dans le tampon bloquant, a été ajouté à chaque 

puits. La plaque a été incubée pendant 20 minutes à température ambiante sous agitation et 

lavée 3 fois avec 300 µlde tampon de lavage. 100 µl de réactif de substrat TMB (BD 

Pharmingen, 555214) a été ajouté à chaque puits et la plaque a été incubée pendant 20 

minutes à température ambiante. La réaction a été arrêtée avec 50 µl de solution d'acide 

sulfurique 2N. La densité optique de chaque puits a été déterminée immédiatement, en 

utilisant un lecteur de microplaques (ELISA VersaMax lecteur de microplaques, Molecular 

Devices) réglé à 450 nm de longueur d'onde et corrigée à 570 nm (pour les imperfections sur 

la surface de la plaque). La densité optique mesurée est corrélée avec la quantité d’alpha 

actine musculaire lisse présente dans le surnageant. 
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III.5.12.Observationhistologique et mesure de l’épaisseur du muscle lisse bronchique 

 

La moitié supérieure des poumons gauche a été fixée (4 % de formaldéhyde) et incluse 

en paraffine. Des sections de six µm ont été coupées et montées sur des lames Superfrost 

(Fisher Scientific), puis colorées avec l’Haematoxyline-Eosine ou le coloranttrichrome de 

Masson pour visualiser le collagène.  

Le Muscle lisse a été identifié par immunohistochimie à l’aide d’anticorps dirigés 

contre l'alpha-actine musculaire lisse et les cellules ont été révélés en fluorescence avec le 

DAPI. Des sections de trois µm ont été coupées et montées sur des lamesSuperfrost+. Les 

lames ont été placées dans un système Sequenza pour immunomarquage avec couvercle 

(Shandon) et la récupération de l'antigène a été effectuée avec du tampon citrate pH = 6 , 45 

min à 95 ° C. Les peroxydases et les phosphatases endogènes ont été bloquées avec des 

inhibiteurs (dual endogenous enzyme block, Dako Cytomation , S2003), et les lames ont été 

incubées une nuit à 4 ° C avec l'anticorps primaire (Abcam , ab5694 , polyclonal de lapin anti-

alpha actine de muscle lisse, 1/ 5000) , suivie d'une incubation pendant 30 min à température 

ambiante avec l'anticorps secondaire (anti-lapin conjugué à la peroxydase de raifort, Jackson 

Immunoresearch , 111-035-003). La coloration a été révélée avec un substrat de la peroxydase 

(DABimpact). L'épaisseur du muscle lisse et la densité du tissu ont été mesurés avec le 

logiciel Cell dimension softwarecouplé à une caméra DP72 (Olympus) sur deux niveaux pour 

chaque animal. 

Dans une deuxième partie, des sections de trois µm ont été contrecolorées avec le 

DAPI (ABDserotec, BUF061). Le nombre de cellules (mis en évidence par leur noyau coloré 

en bleu avec le DAPI) et la zone de tissu (visualisée par l’auto- fluorescence verte des 

tissus)ont été mesurés avec le logiciel Cell dimension softwarecouplé à une caméra DP72 

(Olympus) sur deux niveaux pour chaque animal . 

 

III.5.13. Effet d’un traitement chronique au formotérol sur la résistance de la trachée 

 

Le but de cette expérience étaitde tester la réactivité de la trachée isolée des souris 

pour vérifier les résultats obtenus en pléthysmographie et en flexivent suite à un traitement 

chronique des animaux au formotérol. Ces expériences on été réalisées dans le laboratoire du 
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Professeur Philippe Devillier (Upres EA 220, Suresnes)essentiellement selon la procédure 

décrite par le Dr Emmanuel Naline et collaborateurs (Naline et al., 1994). Dans cette 

expérience, des souris WT et KO GASP-1 (8 souris par groupes) ont été traitées 

quotidiennement au formotérol (400 µg/kg, i.n.) ou avec une solution saline/cyclodextrine 

pendant 35 jours puis la trachée des animaux a été prélevée et la réactivité des trachées à 

différentes doses d’acétylcholine et de fomotérol a été analysée (Naline et al., 1994 ; Faisy et 

al. , 2002) . 

 

III.5.14. Analyses statistiques 

 

 Les données sont représentées sous forme de moyenne ± la déviation standard. 

L’analyse statistique des résultats a été effectuée à l’aide du logiciel prism. Les différences 

entre les groupes ont été testées pour la significativité statistique en utilisant une ANOVA à 

deux facteurs et le test de Bonferroni en post-test ou une ANOVA à un facteur suivie par en 

test de Tukey en post-test. Les différence ont été considérés comme significative lorsque p 

<0,05. 

 

III.6. Méthodes utilisées dans les expériences avec des cellules en culture 

 

III.6.1. Les cellules utilisées 

 

III.6.1.1. Culture de cellules musculaires lisses des voies aériennes humaines : les CML 

 

Les cellules primaires de muscle lisse bronchique (CML) proviennent de donneurs de 

greffe de poumon sains décédés de mort subite (France-Transplant, Nancy France;Freund-

Michel et al., 2002). Le muscle lisse bronchique a été soigneusement disséqué, coupé en 

petits fragments et cultivé dans du milieuRPMI (Roswell Institut Memorial Park ) milieu 

1650 contenant L-glutamine (2 mM) , la pénicilline (50 U· mL -1) et de la streptomycine (50 

µg·mL-1), et supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin (FCS). Les cellules ont été 

caractérisées dans l’équipe de Nelly Frossard (Faculté de Pharmacie de Strasbourg, Illkirch, 

France). Lorsqu’elles sont cultivées à faible concentration en sérum pendant 48h, elles 
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présentent la morphologie typique des cellules musculaires lisses ("collines et les vallées "). 

Par ailleurs, en immunocytochimie, elles sont réactives à des anticorps dirigés contre la 

vimentine et l’ alpha-actine du muscle lisse (Dako, Trappes , France) et leur degré de pureté a 

été estimé à 98 % (Freund-Michel et al., 2006). Plusieurs lots de cellules, provenant de 

plusieurs patients sont disponibles au laboratoire. Pour mes études, nous avons principalement 

travaillé avec le patient 7C.  

Les cellules CML sont cultivées en atmosphère humide (37°C, 5% CO2) dans des 

flacons de 75cm2 en présence de milieu complet de croissance (SVF 10%) constitué de : 

DMEM HAMF12 sans glutamine (500ml), 4.5g glucose /l (Fisher Scientific, M3491F), L-

glutamine (5ml ; Fisher Scientific, M3497P),Acides aminés non essentiels (5ml ; Fisher 

Scientific, M3409T),Pénicilline-Streptomycine (2,5ml ; Fisher Scientific, M3470H), insuline 

889µl à 67,5U/ml ; SIGMA I-5500). 

Lorsque les cellules atteignent 90% de confluence, elles sont décollées à l’aide d’une 

solution de trypsine (0,25%)-EDTA (5 mM) puis ré-ensemencées à plus faible densité afin 

d’êtrepassées une fois par semaine. Le milieu est aspiré et les cellules sont lavées par 10 ml de 

PBS 1x préchauffé puis incubées 3 à 5 min en présence de 1.5 ml de trypsine/EDTA. Après 

incubation, l’ajout de 10 ml de milieu complet va stopper l’action de la trypsine. Les cellules 

sont ré-ensemencées à la densité souhaitée. Les cellules ont été utilisées au maximum 

jusqu’au huitième passage. 

 

III.6.1.2. Les cellules HEK293 et leur condition de culture 

 
Les HEK 293 sont des cellules immortalisées issus de rein embryonaire humain. Elles 

sont cultivées en atmosphère humide (37°C, 5% CO2) dans des flacons 75cm2 en présence de 

milieu complet. Le milieu complet est constitué de Minimum Essential Medium (MEM), de 

10% de sérum de veau fœtal (SVF), 1% d’antibiotiques (Pénicilline et Streptomycine) et de 2 

mM de glutamine. Lorsque les cellules atteignent 90% de confluence, elles sont trypsinisées 

puis ré-ensemencées à plus faible densité afin d’être « passées » deux fois par semaine. Le 

milieu est aspiré et les cellules sont lavées par 10 ml de tampon phosphate salin (PBS 1x) puis 

incubées 3 à 5 min en présence de 1.5 ml de trypsine diluée (0.25%). Après incubation, l’ajout 

de 10 ml de milieu complet va stopper l’action de la trypsine. Les cellules sont ré-

ensemencées à la densité souhaitée. Les antibiotiques, le MEM, le SVF et la trypsine sont 

fournis par GIBCO (Invitrogen Corporation). 
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III.6.1.3. Congélation et décongélation 

 
Lorsque les cellules atteignent 80% de confluence, elles sont rincées avec 10 ml de 

PBS, décollées comme décrit précédemment et reprises dans 10 ml de milieu complet. Après 

5 minutes de centrifugation à 1000 rpm, le culot cellulaire est repris dans 1 ml de milieu de 

congélation froid (90% SVF + 10 % de diméthyl sulfoxide), 1 ml de suspension cellulaire est 

congelé dans des cryotubes à -80°C pendant une semaine puis ils sont transférés dans azote 

liquide pour une conservation à long terme. Pour la décongélation, le contenu cellulaire d’un 

cryotube est rapidement décongelé au bain-marie (37°C), puis il est transféré dans un flacon 

75 cm2 contenant 14 ml de milieu complet. lorsque les cellules ont adhérées, le milieu est 

remplacé par 15 ml de milieu complet. 

 

III.6.2. Evaluation de la présence des récepteurs bêta-2 adrénergiques dans les CML 

 

Trois quantités différentes de cellules ont été testées : 250000, 500000 et 1000000 

selon le protocole décrit dans la partie III.5.5. Brièvement, les essais de liaison ont été réalisés 

en triplicats dans des tubes MinisorbTM (Nunc) dans du tampon 50mM Tris-HCl pH 7,7 

(volume final de 500μl), en présence d’une concentration saturante du ligand radioactif bêta-

adrénergique non sélectif [3H]CGP 12 177 (Perkin Elmer) à une concentration de 2nM. La 

distinction entre récepteurs B1 et B2-AR se fait par addition dans 2 duplicats supplémentaires 

respectivement de 500nM d’antagoniste spécifique B2-AR : ICI 118 551 ou 2µM de 

l’antagoniste sélectif du B1-AR : CGP 20 712A. La liaison non spécifique est mesurée à 

l’aide d’un antagoniste non sélectif, l’alprénolol à une concentration finale de2µM.  

 

III.6.3.Détection de l’expression de GASP-1 et de la phosphorylation de ERK1/2 par 

Western Blot 

 

III.6.3.1. Les différents anticorps utilisés 

 
L’anticorps polyclonal anti-GASP1 a été développé au laboratoire, il est dirigé contre 

la partie carboxyl-terminale de GASP1 (résidus 924-1395 ; Simonin et al., 2004 ; Boeuf et al., 
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2009) il a été utilisé à une dilutionde 1/10000. L’anticorps polyclonal dirigé contre GASP2 a 

été réalisé par Genscript, il reconnaît un peptide de 18 acides aminés (résidus 252-269) de 

GASP-2 humain. Il a été utilisé à une dilution de 1/2000. L’anti phospho ERK1/2 (Thr202 et 

Tyr204, polyclonal de lapin de chez Invitrogen) a été utilisé à une dilution de 1:5000. L’anti 

ERK total (polyclonal de lapin de chez Enzo Life Sciences) a été utilisé à une dilution de 

1:10000. Deux anticorps secondaires ont été utilisés : un anti-lapin HRP (1/10000, IgG de 

chèvre ; Immuno Resarch Laboratories) et un anti-souris HRP (1/10000, IgG de mouton ; GE 

Healthcare). 

 

III.6.3.2.Les tampons 

 
A. Le tampon PBS  

En général, le tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) contient des sels en 

concentration identique à celle du corps humain. Ce tampon sert surtout à rincer les cellules 

lorsqu'il faut enlever toute trace de milieu avant de les traiter. Il est prévu pour un usage sur 

les cellules maintenues hors de l'incubateur à CO2 et n'est pas conçu pour des incubations à 

long terme. Ce tampon est composé de NaCl (137 mM), KCl (2.7 mM) Na2HPO4,2H2O (4.3 

mM) et KH2PO4 (1.4 mM) pH ~ 7.3.  

 

B. Le tampon Hepes-BSA (HBSA)  

Ce tampon HBSA est un milieu synthétique qui remplace le milieu de culture pour les 

expériences en dehors de l’incubateur. Le tampon HBSA contient : NaCl 137.5 mM, MgCl2 

1.25 mM, CaCl2 1.25 mM, KCl 6 mM, glucose 5.6 mM, Hepes 10 mM et NaH2PO4 0.4 mM. 

Après ajustement du pH à 7.4, et ajout de Bovin Serum Albumine (BSA) 0.1%, le tampon est 

stérilisé par filtration (filtre avec des pores de diamètre 0.22 μm), aliquoté et conservé à -

20°C.  

 

C. Le tampon de lyse Triton  

Ce tampon est composé de : Tris-HCl pH 7.4 10 mM ; NaCl 150 mM ; KCl 25 mM ; 

CaCl2 1 mM ; 1x inibiteur de protéase (Roche cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail 

EDTA-free) ; 1x inhibiteur de phosphatase (Roche, phosphatase inhibiteur cocktail) ; Triton 

X-100 0.3%.  
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D. Tampon de lyse RIPA  

Ce tampon est composé de : 50mM de Tris-HCl pH 7.4; 150mM de NaCl; 1% de 

NP40 ; 0.25% de Na-deoxycholate ; 0.1% SDS ; 1x inibiteur de protéase « Roche cOmplete, 

Mini Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free» ; 1x inhibiteur de phosphatase « Roche, 

phosphatase inhibiteur cocktail » 

 

E. Tampon de charge  

Le tampon de charge utilisé pour charger les protéines en gel SDS-PAGE est 

concentré 4 fois. Il est composé de : Tris-HCl pH 6.8 50mM, 36% urée (m /v), 6% 

βmercaptoéthanol (v/v), 15% SDS 20% (v/v), bleu de bromophénol.Il est conservé à -20°C. 

 

III.6.3.3.Préparation des extraits protéiques pour analyse par Western Blot 

 
Le tampon utilisé pour lyser les cellules mammifères est le tampon RIPA. Les 

échantillons sont vortexés pendant 1 heure à 4°C puis soniqués afin de casser l’ADN. Afin de 

limiter la variation de quantité de protéines déposées sur le gel, on effectue un dosage par la 

méthode de Bradford (Sigma) des différents échantillons.  

5 µl de lysat protéique à doser sont ajoutés à 500μl d’H2O milliQ puis vortexés 3 secondes. 

On rajoute ensuite 500μl de solution de Bradford et on vortexe à nouveau 3 secondes. On 

laisse incuber 5 minutes puis on mesure l’absorbance à 595 nm. Afin de quantifier les 

protéines présentes, une gamme étalon est effectuée : 500 μl H2O milliQ + 5μl de tampon 

RIPA + 0 à 10 μl de protéine BSA (1mg/μg).  

 

III.6.3.4. Séparation des protéines par gel SDS-PAGE 

 

Une fois les échantillons mélangés au tampon de charge 4x, ceux-ci sont chauffés à 

93°C 3 minutes. Ils sont ensuite placés dans la glace 5 minutes puis centrifugés (3 minutes, 

15.000g, 4°C) avant d’être chargés sur le gel SDS-PAGE. Le marqueur de poids moléculaire 

de protéine (Fermentas PageRulerTM 10-170) est chargé en même temps.  

La préparation des gels polyacrylamide se fait telle que montrée dans le tableau ci-dessous. 

Des gels de concentration en acrylamide 8% sont utilisés afin d’observer les protéines de la 

famille GASP alors que des gels d’une concentration en acrylamide de 12% sont utilisés pour 
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observer les acteurs des voies de signalisation. Une solution H2O + 0.1% SDS est déposée sur 

le gel de séparation le temps qu’il polymérise. La migration des échantillons est réalisée dans 

du tampon de migration tris-glycine (Tris 25 mM, glycine 200 mM et SDS 0.1%) et se fait à 

80 Volts constants jusqu'à ce que les échantillons arrivent dans le gel de séparation (30 

minutes) puis à 150 Volts pour la migration dans le gel de séparation. 

 

Composition des gels de séparation (8 et 12% acrylamide) et de concentration (4% 

acrylamide) pour la migration des échantillons protéiques. 

 

Gel de séparation  Gel de concentration  

8%  12%  4%  

Tampon Tris-

HCl 1,5 M pH 

8,8  

5 ml  5 ml  Tampon Tris-HCl 1 M 

pH 6,8  

2,5 ml  

Acrylamide 

30%  

5,33 ml  8 ml  Acrylamide 30%  1,5 ml  

H2O  9,2 ml  7 ml  H2O  6 ml  

SDS 20%  100 μl  100 μl  SDS 20%  50 μl  

APS 10%  150 μl  150 μl  APS 10%  100 μl  

TEMED  15 μl  15 μl  TEMED10µl 

    

 

III.6.3.5. Transfert des protéines sur membrane 

 

Les protéines séparées par leur taille sont transférées sur une membrane PVDF 

(Polyvinylidene fluoride ; millipore). Les membranes sont placées 20 secondes dans de 

l’éthanol 100% puis rincées 10 minutes dans le H2O milliQ pour être finalement équilibrées 

dans le tampon de transfert (Tris 25 mM, glycine 200 mM, EtOH 20% et SDS 0.01%). Une 

fois la migration finie, les gels sont rincés dans du tampon de transfert afin d’enlever le SDS 

puis monter avec les membranes de PVDF en sandwich. Le transfert des protéines du gel à la 

membrane s’effectue à 250 mA constant à l’aide d’un appareil de transfert pendant 2 heures 

(4°C) pour les acteurs des voies de signalisation et à 30 Volts constants durant une nuit pour 

les protéines de la famille GASP (4°C). 
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III.6.3.6. Révélation des protéines d’intérêt 

 

Une fois le transfert terminé, les membranes sont récupérées et incubées pendant une 

heure dans une solution de blocage (PBS 1x, Lait 5% p/v et Tween 0.1% v/v) afin de saturer 

la membrane de protéines. Les membranes sont alors incubées pendant une nuit à 4°C avec 

les anticorps primaires. S’en suit une série de lavages des membranes (2x5 minutes, 1x15 

minutes puis 2x5 minutes) avec une solution de lavage (PBS 1x, Lait 5% m/v et Tween 0.1% 

v/v) afin d’éliminer l’excès d’anticorps. S’en suit une incubation de 40 minutes avec une 

solution de blocage contenant les anticorps secondaires couplé à la HRP (horseradish 

peroxydase). Une nouvelle série de lavage (PBS 1x et Tween 0.1% v/v) est alors effectuée (2x 

5minutes, 1x15 minutes puis 4x 5 minutes) afin d’éliminer le maximum d’anticorps 

secondaires qui ne se seraient pas fixés à leurs anticorps cibles. Un substrat chemiluminescent 

de HRP (ImmobilonTM Western, Millipore) est alors utilisé comme révélateur. Les 

membranes sont alors incubées avec ce substrat durant 5 minutes dans le noir, puis on 

récupère les blots qui sont alors séchés afin d’être révélés soit en chambre noire à l’aide de 

film (GE Healthcare) soit à l’aide d’une caméra CCD couplée au système d’exploitation 

ImageQuant (GE Healthcare). 

Afin de pouvoir réutiliser les blots avec d’autres anticorps,chaque anticorps peut être 

désorbé des membranes de PVDF par lavage acide avec du tampon de désorption (0.2M HCl, 

0.4M Glycine ; 1x10 minutes et 2x 15 minutes). S’en suit un rinçage avec la solution de 

lavage afin d’enlever le maximum d’acidité avant l’incubation dans la solution de blocage. 

 

III.6.4. Mesure de la libération de calcium intracellulaire Ca2+ 

 

L’expérience se déroule en 4 étapes majeures :  

Jour 0 : 

1-étalement des cellules CML dans des T75 afin d’avoir environ 3-4 millions de cellules, soit 

une confluence de 80/90%, le jour de la mesure calcique. 

2- les cellules sont étalées dans du milieu contenant 0.3% de sérum (72h au total).  

Jour 1 : Ré-étalement des cellules en plaque 96-puits 30.000 cellules CML par puits et 

activation par formotérol (10µM) pour 48hd’activation au total.. 
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Jour 3 : Mesures Calciques: Les cellules sont incubées en présence de 2 µM de Fluo-4 (sonde 

calcique ; life technologies) et de 2,5 mM de probénécide dans du tampon HBSA (voir 

III.6.3.2) durant 1 heure à 37°C dans l’obscurité. Le probénécide, un inhibiteur du transport 

des acides organiques, prévient la fuite du Fluo-4 hors du cytoplasme. 

 Des dilutions en série d'agonistes (bradykinine et thrombine, Sigma-Aldrich) ont été 

préparées dans une plaque séparée à une concentration cinq fois supérieure à la concentration 

finale souhaitée. La mesure a été réalisée avec le fluorimètre FLEX Station III (Molecular 

Devices). Les unités de fluorescence relative (RFU) sont mesurées toutes les 2 secondes 

pendant une période de 180 secondes après l'addition de l'agoniste à 40sec. Les résultats ont 

été tracés comme le signal minimum normalisé à un pour chaque concentration d'agoniste au 

cours de cette période. Les graphiques représentent les résultats (moyenne ± déviation 

standard) de trois expériences indépendantes au minimum. 

 

III.6.5. Transfections 

 

III.6.5.1. Les plasmides utilisés pour les tests de transfection des cellules CML 

 

A. Les plasmides pcDNA3.1/Néo et Hygro  

 Le pcDNA3.1 (Invitrogen) est un vecteur d’expression eucaryote dérivé de pcDNA3 et 

développé pour obtenir l’expression stable ou transitoire de protéines recombinantes dans des 

cellules hôte de mammifère. Il contient un promoteur CMV (human cytomegalovirus) 

permettant un fort taux d’expression dans la plupart des cellules eucaryotes et un gène de 

résistance soit à la néomycine, nommée également G418 (pcDNA3.1/Neo), soit à 

l’hygromycine (pcDNA3.1/Hygro) permettant une sélection des cellules ayant reçu ou intégré 

le plasmide. Le vecteur pcDNA3.1 possède également un gène de résistance à l’ampicilline 

qui permet de sélectionner les bactéries transformées avec ce plasmide lors du clonage ou de 

l’amplification plasmidique (Figure 23). 
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Figure 23 : Vecteurs d’expression eucaryote pcDNA3.1/Néo. 

Ampicillin, gène de résistance à l’ampicilline (β-lactamase) ; BGH pA, signal de polyadénylation issu de 

l’hormone de croissance bovine ; Pcmv, promoteur cytomégalovirus humain ; Néomycin, gène de résistance au 

G418 ; pUC ori : origine de réplication dans E.coli ; SV4O ori : origine de réplication dans les cellules Cos 

contenant l’antigène T ; SV40 pA : signal de polyadénylation de l’ARNm ; T7 : promoteur/site d’amorce T7.  

 

B. Le plasmide pmaxGFP  

Le plasmide pMAX-GFP est un vecteurd’expression en cellule mammifère qui 

contient des éléments similaires au pcDNA3.1. Il est cependant destiné exclusivement à 

l’expression transitoire car il ne contient pas de gène de résistance eucaryote (Figure 24). Il 

est fourni comme contrôle dans le kit de transfection (Lonza-Amaxa). Il permet l’expression 

de la protein GFP. 
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Figure 24 : Vecteur d’expression eucaryote pmaxGFP 

Les éléments présents dans ce vecteur sont similaires à ceux présents dans le pcDNA3.1 (voir Figure 23) 

 

 

C. Les plasmides pcDNA3 YFP-GASP1 et pcDNA3-14-3-3 bêta-mYFP 

 Le vecteur pcDNA3 YFP-GASP-1 réalisé au laboratoire est dérivé du pcDNA3.1 dans 

lequel la séquence codant pour GASP-1 entier (résidus 1 à 1395 ; numéro d’accession 

NM_014710.4) a été clonée en fusion 5’ avec le cDNA codant pour la YFP (yellow 

fluorescent protein) qui est un variant de la GFP. La carte de ce vecteur est représentée dans la 

figure 25. De la même manière, le vecteurpcDNA3-14-3-3 bêta-mYFP code pour une protéine 

de fusion comprenant la totalité de la séquence codante de 14-3-3 bêta (résidus 1 à 743 ; 

numéro d’accession NM_003404.3) en fusion avec la YFP à son extremité carboxyl-terminale 

(Michel et al., 2014; Hachet-Hass et al.,2006). 
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Figure 25:Vecteur d’expression pcDNA3 YFP-GASP1 

Hormis la séquence codant pour la protéine de fusion YFP-GASP-1 les autres éléments sont les même que pour 

le pcDNA3.1 (Figure 23). 

 

III.6.5.2. Amplification et purification des plasmides pour les transfections 

 
Les plasmides ont été produits dans des bactéries E. coli XL1-Blue ou TOP10cultivées 

en suspension dans du milieu LB (10 g/L tryptone ; 5 g/L d’extrait de levure ; 10 g/L NaCl) 

stérile, à 37°C et sous agitation vigoureuse. L’ADN Plasmique est purifiéà l’aide du kit de 

purification Nucleobond® PC 500 (Macherey-Nagel) sur le principe de la lyse alcaline. Les 
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concentrations en ADN et la qualité des préparations sont déterminées par mesure de 

l’absorbance à 260 nm et 280 nm. 

 

III.6.5.3.Transfection des cellules avec la technologie 4D-Nucleofector 

 

 Nous avons transfecté le pcDNA3-EYFP-GASP1 dans des CML humaines en utilisant 

un protocole optimisé pour cellules musculaires lisses primaires (Lonza-Amaxa ; programme 

3, Pulse EA120avec 400,000 par puits) à l’aide de la technologie 4D-Nucleofector (Lonza-

Amaxa ) qui combine la transfection chimique et l’électroporation. Nous avons utilisé les 

vecteurs pmaxGFPet pcDNA3-14.3.3 bêta-mYFP comme contrôles positifs. Les transfections 

sont effectuées dans des barrettes de 8 tubes qui ont la taille des plaques 96-puits. Dans un 

premier temps, on met 400,000 cellules par tube contenant chacun 16,4 µlde solution de 

transfection et 3,6 µl de supplément fourni dans le kit, puis on rajoute 1 µg d’ADN et on 

reprend 20 µl du contenu des tubes que l’on verse dans des puits (barrettes). Ces barrettes sont 

ensuite placées dans le 4D-Nucleofector et on lance le programme avec les paramètres 

préalablement définis. On récupère les barrettes qu’on laisse incuber à température ambiante 

pendant 5 minutes. On y ajoute 80 µl de milieu chaud complet, on mélange deux fois puis on 

transfère 40 µl dans du milieu préalablement déposé par puits d’une plaque 96-puits de 

culture cellulaire. La plaque de cellules est ensuite placée dans un incubateur et la 

fluorescence et la confluence des cellules sont suivies au cours du temps avec un microscope 

à fluorescence et à contraste de phase pour micro-plaques (Incucyte) qui peut se placer dans 

un incubateur de cellules. Ce microscope permet l’évaluation de la confluence des cellules par 

un logiciel d’analyse d’image intégré à partir des images prises en contraste de phase. 

 

III.7. dosage de l’AMPc à l’aide du kit Lance Ultra (PerkinElmer) 

 
L’essai Lance Ultra est un immuno-essai basé sur la mesure de transfert d’énergie par 

résonance de fluorescence en temps résolu (TR-FRET) qui permet de travailler dans des 

mélanges complexes avec une grande sensibilité. L’essai est basé sur la compétition entre un 

traceur d’AMPc marqué au chelate d’europium (Eu) et l’AMPc issu d’un échantillon pour un 

anticorps monoclonal spécifique de l’AMPc marqué avec le colorant Ulighttm (voir Figure 

26A). Quand les anticorps sont liés au traceur AMPc-Eu on peu produire du TR-FRET par 

excitation à 320 ou 340 nm du mélange ce qui générera une émission maximale à 665 nm par 
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transfert d’énergie. L’AMPc produit par des cellules stimulées pourra rentrer en compétition 

avec ce processus et diminuera le signal observé de manière dépendante de sa concentration 

dans l’échantillon. Les dosages ont été effectués selon les recommandations du fabricant. 

2000 cellules HEK293 (contrôle positif) et 2000 CML ont été utilisées pour chaque 

détermination. Sur la Figure ci-dessous est représenté une courbe standard de compétition 

obtenue avec de l’AMPc pur (Figure 26B) et une courbe dose réponse de forskoline 

(activateur de l’adenylate cyclase) réalisée avec des cellules HEK293 et des CML (Figure 

26C) 
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Figure 26: Dosage de l’AMPc à l’aide du kit Lance Ultra. 

A. Principe de l’essai Lance Ultra (Perkin Elmer). B. Courbe Standard réalisée avec de l’AMPc pur et C. Courbe 

dose-réponse de forskoline réalisée avec les 2 types cellulaires CML P7C et HEK29 
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION 
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IV.A. Mise en place d’un modèle d’hyperréactivité bronchique 

induite par les agonistes bêta2-adrénergique chez la souris et 

analyse du phénotype des souris KO GASP-1 dans ce modèle 

 

 L’objectif principal de ce projet a été d’évaluer l’implication de GASP-1 dans les effets 

secondaires associés à l’administration chronique d’agoniste bêta-2 adrénergique dans le 

cadre du traitement de l’asthme chez la souris. 

 

IV.A.1. Mise en évidence de la présence ou de l’absence de GASP-1 dans les cerveaux et 

les poumons des animaux utilisés. 

 

 La première étape de ce projet a consisté à vérifier la présence de la protéine GASP-1 

dans le poumon de souris. Après un mois de traitement quotidien au formotérol ou à la 

solution saline, nousavons testé la réactivité bronchique des souris à la métacholine et sacrifié 

les animaux. Ils ont été disséqués, et leurs poumons et cerveaux récupérés et conservés à -

80°C.  

 Afin de vérifier la présence de GASP-1 chez les animaux WT et son absence chez les 

animaux transgéniques, nous avons préparé des extraits protéiques à partir des cerveaux. La 

protéine d’intérêt, GASP-1, a un poids moléculaire apparent de 190kD lorsque la protéine est 

migrée en condition dénaturante sur gel SDS-PAGE. Nous avons fait migrer 20 µg de 

protéines de chaque échantillon sur un gel 8% acryl/bisacrylamide, puis nous avons réalisé un 

Western Blot avec un anticorps polyclonal anti-GASP-1 qui reconnaît également GASP-2. 

Nous avons fait migrer également comme témoin positif un extrait cellulaire de lignée SHSY-

5Y (neuroblastome humain), dont on sait qu’il contient les protéines GASP-1 et GASP-2 en 

abondance. L’ensemble des animaux a été analysé, mais la Figure 27 ne présente les résultats 

que pour quelques animaux représentatifs.  
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Figure 27 : Mise en évidence de la présence ou de l’absence de GASP-1 dans lescerveaux 

et les poumons des souris WT et KO GASP-1 par Western blot. 

(a) analyse des homogénats de cerveaux de deux souris WT et deux souris KO, traitées ausérum physiologique. 

Un extrait cellulaire de lignée SHSY-5Y est placé dans le puits 1 commetémoin positif. L’anticorps reconnaît 

une protéine de 190-kDa de poids moléculaire apparent correspondant àGASP-1 (humain, 1395aa) et une 

protéine de 100 kDa environ, GASP-2 (humain, 838 aa).Dans les puits 2 et 3, l’anti-corps reconnaît une protéine 

d’environ 170kDa de poids moléculaire apparent correspondant à GASP-1 chez la souris (1347 aa) et une 

protéine d’environ 80kDacorrespondant à GASP-2 (826 aa).(b) analyse des homogénats de cerveaux de deux 

souris WT et deux souris KO, traitées auformotérol. Un extrait cellulaire de lignée SHSY-5Y est placé dans le 

puits 1 comme témoinpositif.(c) analyse des homogénats de poumons de deux souris WT traitées au sérum 

physiologique (puits 2 et 3)et deux souris WT traitées au formotérol (puits 4 et 5).(d) analyse des homogénats de 

poumons de deux souris KO traitées au sérum physiologique (puits 2 et 3)et deux souris KO traitées au 

formotérol (puits 4 et 5). 
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 Comme on peut le voir sur la Figure 27a, dans la piste 1 correspondant aux SH5Y-5Y, 

on distingue deux bandes immunoréactives principales d’un poids moléculaire apparent 

d’environ 190 et 100 kDa correspondant respectivement à GASP-1 et GASP-2. Dans les 

pistes 2 et 3 correspondant à deux extraits de cerveau de souris WT, on constate également la 

présence de deux bandes immunoréactives majoritaires de taille légèrement inférieure à celles 

présentes dans l’extrait de cellules humaines. Ces deux bandes correspondent très 

probablement à GASP-1 et GASP-2 car le nombre d’acides aminés des GASP-1 et GASP-2 

de souris est légèrement inférieur aux protéines humaines 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez, codes Q5U4CI versus Q5JY77).  

 Par ailleurs, on peut voir que dans les deux extraits de cerveau de souris KO (Figure 

27a, pistes 4 et 5) la bande correspondant à GASP-1 est absente, ce qui confirme la spécificité 

de l’anticorps que nous avons développé ainsi que l’absence de GASP-1 dans les souris KO. 

De plus, si on compare les pistes correspondantes aux animaux WT et KO GASP-1, il ne 

semble pas y avoir de modification majeure du niveau d’expression de GASP-2, ce qui 

suggère qu’il n’y apas de phénomène de compensation important à ce niveau dans les 

animaux KO GASP-1. Nous avons pu réaliser les mêmes observations sur les animaux ayant 

été traités au formotérol (Figure 27b, pistes 2, 3, 4 et 5) qui ont été utilisés dans le reste de 

l’étude.  

 Nous avons ensuite analysé de la même manière les organes d’intérêt pour notre 

expérience, c'est-à-dire les poumons. Bien que l’obtention de préparations protéiques de 

qualité satisfaisante soit délicate, nous avons pu analyser l’ensemble des animaux. Les 

résultats pour deux animaux WT et deux animaux KO GASP-1 non traités sont présents 

respectivement dans la Figure 27c pistes 2 et 3 et dans la Figure 27d pistes 2 et 3. Le contrôle 

positif utilisé ici correspond à un extrait de cerveau (piste1). Dans les pistes 2 et 3 de la Figure 

27c, on peut voir qu’une bande immunoréactive migrant au même niveau que GASP-1 est 

présente, alors qu’elle est absente chez les souris KO GASP-1 (pistes 2 et 3 de la Figure 27d). 

Ces résultats indiquent que GASP-1 est exprimé dans le poumon. Cependant, le niveau 

d’expression semble être plus faible que dans le cerveau. Par ailleurs, chez les souris WT, le 

niveau d’expression de GASP-1 ne semble pas affecté par le traitement au formotérol (Figure 

27c pistes 3 et 4). Enfin, bien que de nombreuses bandes immunoréactives soient présentes et 

rendent l’interprétation difficile, il semble y avoir une bande immunoréactive à la taille de 

GASP-2 chez les WT et les KO GASP-1 (Figures 27c et 27d), ce qui suggère que cette 

protéine est exprimé dans le poumon mais à un faible niveau. De plus, le niveau d’expression 
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de cette protéine ne semble pas modulé par le traitement au formotérol (Figures 27c et 27d) 

 Dans l’ensemble, ces résultats indiquent la présence de GASP-1 dans les poumons de 

souris sauvages. Son expression ne semble pas affectée par un traitement chronique au 

formotérol. Par ailleurs, le faible niveau d’expression de GASP-2 dans le poumon et son 

absence de variation à la suite du traitement chronique au formotérol suggère que la 

déficience en GASP-1 dans cet organe ne peut pas être compensée par GASP-2. 

 

IV.A.2. Effet aigu du salbutamol sur la réactivité bronchique chez des souris sauvages 

 

 Le but de cette étude est d’évaluer l’effet de l’administration par voie nasale d’un 

agoniste 2-AR à courte durée d’action (SABA) sur l’hyperréactivité bronchique provoquée 

par la métacholine à l’aide du Flexivent. La métacholine est un agoniste du récepteur 

muscarinique M3 qui est exprimé dans le poumon et dont la stimulation provoque une 

bronchoconstriction. Nous avons traité 4 souris WT avec 1mg de salbutamol/souris, et traité 4 

souris WT avec une solution saline pour contrôle. Ces souris présentaient le même fond 

génétique que les souris KO (50% C57BL/6 - 50% SV/129) qui ont été utilisées dans les 

études ultérieures. La dose de salbutamol utilisée a été déterminée à partir des éléments 

disponibles dans la littérature. Les résultats sont présentés dans la Figure 28. Nous avons 

d’abord analysé la réactivité bronchique des animaux en réponse à l’administration de 

PBSpour évaluer la réactivité de base en présence et en absence du salbutamol. Ensuite,les 

souris sont soumises à des nébulisations de la métacholine pour mesurer la réactivité 

bronchique en présence et en absence desalbutamol. Les résultats montrent que lamétacholine 

induit une forte bronchoconstriction en comparaison avec les souris exposées au PBS. 

L’administration de salbutamol par voie nasale avant la nébulisation de la métacholine 

diminue significativement cette bronchoconstriction (p < 0,001), révélant ainsi l’effet 

bronchodilatateur de ce composé. 

 Ces résultats indiquent que le flexivent permet de visualiser chez les souris sauvages de 

fond génétique identique aux animaux KO GASP-1 l’effet bronchoconstricteur de la 

métacholine et l’effet bronchodilatateur d’un agoniste β2 AR de référence: le salbutamol (voir 

Figure 28). 

 

 



 108

 

Figure 28. Effet de l'administration intranasale aiguë de salbutamol sur la réactivité des 

voies aériennes à la métacholine dans les souris C57BL6J/SV129. 

La réactivité des voies aériennes (R) en réponse au PBS ou à une dose unique de métacholine (Mch ; 50mg/kg) 

avec ou sans administration préalable de salbutamol 1mg/kg a été évaluée par la technique de Flexivent ®. Les 

valeurs correspondent à des moyennes + la déviation standard (n = 4 par groupe). *** p ≤ 0,001 vs CDx-Mch. 

Pour les animaux contrôle la solution saline a été additionée de cyclodextrine (CDx) qui est nécessaire pour 

solubiliser de manière optimale le salbutamol (voir Matériel et Méthode). 

 

 

IV.A.3. Effet aigu du formotérol sur la réactivité bronchique chez des souris sauvages 

 
 Nous avons ensuite testé l’effet de trois doses d’un agoniste B2AR à longue durée 

d’action (LABA), le formotérol (40µg/kg, 400 μg/kg et 1 mg/kg),afin d’identifier la dose 

optimale qui permet de prévenir au maximum la bronchoconstriction induite par la 

métacholine en utilisant le Flexivent.Les résultats sont présentés dans la Figure 29. Quatre 

groupes ont été utilisés, le premier groupe étant traité par le sérum physiologique et les trois 

autres groupes traités par des doses croissantes du formotérol. Les données obtenues montrent 

qu’en absence du formotérol, la métacholine induit une forte bronchoconstriction par rapport 

aux souris témoins nébulisées par le PBS. L’administration de formotérol par voie nasale aux 

doses de 400 μg/kg et 1 mg/kg diminue significativement (p < 0,01) la bronchoconstriction 

provoquée par la métacholine. Ces résultats montrent que le formotérol induit une 

bronchodilatation optimale chez les souris sauvages à ces deux doses (Voir Figure 29). nous 

avons donc choisi la dose de 400 µg/kg pour le reste de l’étude. 
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Figure 29 :Effet aigu du formotérol chez les souris WT 50% C57BL6/ 50%SV129  

Après le traitement au formotérol ou au sérumphysiologique additioné de cyclodextrine (voir Matériel et 

Méthodes) la réactivité bronchique des souris est analysée par le flexivent après nébulisation de PBS puis de 

métacholine, (50 mg/kg). les 3 doses de formotérol diminuent l’effet de la métacholine par rapport au souris 

contrôles. Les valeurs correspondent aux moyennes + les déviations standards (n = 6 animaux par groupe). ** P 

< 0,01 vs Mch seule. 

 

 

IV.A.4. Effet aigu du formotérol sur la réactivité bronchique chez des souris KO GASP1 

 
 Le but de cette expérience est d’évaluer l’implication de GASP-1 dans l’effet 

bronchodilatateur aigu du formotérol en utilisant des souris génétiquement déficientes pour 

GASP-1. Nous avons traité des souris KO-GASP-1 et WT avec une dose 400 µg/kg de 

formotérol ou une solution saline comme contrôle. Nos résultats (voir Figure30) ont montré 

que la métacholine induit une bronchoconstriction similaire chez les WT et les KO GASP1 

(p<0,001). De même, il n’y’a pas de différence significative de l’effet bronchodilatateur du 

formotérol entre les souris KO GASP1 et WT (Figure30).  
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Figure 30Effet de l'administration intranasale aiguë de formotérol sur la réactivité des 

voies aériennes à la métacholine dans les souris WT et KO GASP-1 

La réactivité des voies aériennes à la métacholine (MCh, 50 mg/kg) a été mesurée après l'administration aiguë de 

formotérol (400μg/kg). Les histogrammes représentent la moyenne des valeurs obtenues + les déviations 

standards (n = 8-12 par groupe). $$ Indique p ≤ 0,01 vs KO-CDx + MCH. # # # Indique p ≤ 0,001 vs WT-CDx + 

MCH. CDx : cyclodextrine dans le sérum physiologique. 

 

IV.A.5. Effet aigu du formotérol sur le nombre derécepteurs bêta-adrénergiques dans 

les poumons. 

 

 Nous avons par ailleurs voulu quantifier le nombre de sites bêta-adrénergiques totaux 

(B-AR), bêta1-adrénergiques (B1-AR) et bêta2-adrénergiques (B2-AR) dans chaque groupe 

afin de corréler les résultats obtenus lors de l’expérience sur la bronchoconstriction et la 

quantité d’effecteurs de la relaxation bronchique (récepteurs B2-AR).  

 A la fin de l’expérience décrite dans la Figure30, les poumons des animaux des 

différents groupes ont été prélevés rapidement et congelés à -80°C afin d’éviter toute 

dégradation possibles des protéines. Nous avons ensuite préparé des homogénats de poumons 

selon le protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes puis nous avons mesuré le 
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nombre de récepteurs bêta-adrénergiques présents dans les différents extraits. Pour ce faire, 

nous avons choisi un ligand radioactif non sélectif (capable de marquer les récepteurs B1-AR 

et B2-AR du poumon), le [3H] CGP-12 177, et l’avons utilisé à la concentration saturante de 

1nM dans des expériences de liaison à l’équilibre. Nous avons déterminé la quantité de sites 

B1-AR par compétition en utilisant un antagoniste sélectif froid des récepteurs B2-AR (ICI 

188 551), et la quantité de β2-AR en utilisant un antagoniste sélectif froid des récepteurs B1-

AR (CGP-20 712A). Nous avons préparé des membranes à partir d’un poumon de chaque 

animal utilisé lors de nos expériences de bronchodilatation et le nombre de sites B1-AR et 

B2-AR a été déterminé pour chaque animal individuellement. 

 Les résultats obtenus (figure 31) montrent que pour les deux génotypes KO et WT, le 

nombre total des récepteurs B-AR diminue significativement après un traitement aigu par une 

dose de 400 µg/kg de formotérol (Figure 31A). De manière similaire, nous avons aussi 

remarqué qu’il y a une baisse significative du nombre des récepteurs B2-AR chez les deux 

génotypes, KO GASP1 et WT, après administration du formotérol (Figure 31B) alors que le 

nombre de récepteurs B1-AR ne diminue pas de manière significative (Figures 31C). Ceci 

indique qu’il y a une régulation négative des récepteurs B2-AR chez les souris qui ont reçues 

le formotérol par rapport a celle qui on reçues du PBS dans les deux génotypes (WT et KO). 

D’après ce résultat, nous avons décidé d’étudier par la suite les conséquences d’un traitement 

chronique au formotérol sur le nombre de récepteurs B2-AR dans les poumons des souris KO 

GASP-1 et WT. 
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Figure 31 : Quantification du nombre de sites B-AR après l'administration aigu du 

formotérolchez les souris WT et KO GASP1. 
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Le nombre de sites B-AR a été évalué par liaison à l’équilibre à partir d’homogénats de poumons d’animaux WT 

et KO GASP-1 ayant reçu une dose de formotérol (400 μg/kg) ou de solution contrôle (cyclodextrine dans du 

sérum physiologique) selon le protocole décrit dans Matériel et Méthodes.Les histogrammes représentent la 

moyenne des valeurs obtenues + les déviations standards (n = 8-12 par groupe). L’analyse statistique des 

résultats a été effectuée à l’aide du logiciel GraphPad©, par un testanova à deux voies, post test de bonferroni. 

** signifie P<0,01 vs WT BT CDx ou KO BT CDx; *** signifie P<0,001 vs WT B2 CDx ou KO B2 CDx. 

CDx : cyclodextrine dans le sérum physiologique. Formo: formotérol 

 

 

IV.A.6. Effet d’un traitement chronique au formotérol sur la réactivité bronchique chez 

les souris KO GASP1 par pléthysmographie 

 
 Afin d’évaluer les conséquences d’un traitement chronique au formotérol sur la 

réactivité bronchique chez les souris KO GASP1 et WT, Nous avons traité pendant 28 jours 

des souris KO-GASP-1 et WT avec 40µg/kg et 400 µg/kg par jour de formotérol, ou avec une 

solution saline comme contrôle. Après 28 jours de traitement, nous avons analysé la réactivité 

bronchique des animaux en réponse à l’administration de doses croissantes de métacholine 

(agoniste muscarinique aux effets broncho-constricteurs) à l’aide d’un pléthysmographe 

barométrique. Les animaux sont placés dans les chambres du pléthysmographe ce qui permet 

d’analyser la respiration des souris. Dans un premier temps, leur réactivité de base est 

mesurée, puis ils sont soumis à des nébulisations de 4 doses croissantes de métacholine 

espacées de 20 minutes. La constriction bronchique est appréciée par l’index Penh, qui prend 

en compte le pic d’inspiration et le pic d’expiration rapportés au temps d’expiration et 

d’inspiration (voir Figure 21). Les résultats sont présentés dans la Figure 32. 

 La réponse contractile des muscles lisses bronchiques est obtenue à partir de 0,1M de 

métacholine et elle atteint son maximum à 0,3M. On peut toutefois remarquer qu’après la 3ème 

dose de MCh 0.3 M il n’y a aucune différence de Penh entre les souris WT et les souris KO 

qui ont reçue le PBS. Par contre, les analyses statistiques montrent qu’il y a une différence 

significative entre les souris KO GASP-1 et les souris WT quand elles sont traitées au 

formotérol. Ainsi, chez les WT, le traitement chronique au formotérol induit le 

développement d’une hyperactivité bronchique à la métacholine significative alors que chez 

les KO GASP1 cette hyperactivité est diminuée de manière statistiquement significative(p < 

0,05). Ce résultat est valable pour les deux doses testées de formotérol (40µg/kg et 400 µg/kg, 
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respectivement Figure 32A et 32B). Il montre que chez la souris WT on peut observer le 

développement d’une hyperréactivité bronchique induite par l’administration chronique de 

formotérol alors que chez les souris KO GASP-1 ce phénomène est fortement atténué. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Effet de l'administration intranasale chronique (28 jours) du formotérol sur 

la réactivité des voies aériennes à la métacholine dans les souris WT et KO GASP1. 

La réactivité des voies aériennes (Penh) en réponse à des concentrations croissantes de métacholine (Mch) a été 

évaluée par pléthysmographie barométrique. A. Réactivité des voies aériennes à la métacholine après 

l'administration chronique de formotérol (40μg/kg ; n = 4 à 6 par groupe). B. Réactivité des voies aériennes à la 

métacholine après l'administration chronique de formotérol (400μg/kg ; n = 9 par groupe). Les valeurs 

correspondent aux moyennes + la déviation standard. # Indique p ≤ 0,05 et ### indique p ≤ 0,001 vs WT-CDx ; 

* indique p ≤ 0,05 vs WT-FOR. CDx : Cyclodextrine dans sérum physiologique ; FOR : formotérol 

 

 

IV.A.7. Effet d’un traitement chronique au formotérol sur la réactivité bronchique chez 

les souris KO GASP1 par la technique de l'oscillation forcée  

 
 La technique de pléthysmographie barométrique étant non invasive, Nous avons 

prolongé pendant 1 semaine les traitements au formotérol (400 µg/kg) des animaux utilisés 

dans l’expérience précédente, puis nous avons évalué la réactivité bronchique à la 

métacholine 24 heures après la dernière administration de formotérol avec la technique 

d'oscillation forcée (Flexivent ; voir Figure 19). 

 D’après les données de l’histogramme (Figure 33), il n‘y a aucune différence entre les 
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souris WT et KO qui ont reçues le PBS ou le formotérol dans les conditions basales. De 

même, nos résultats montrent que la réactivité bronchique à la métacholine est similaire entre 

les souris KO GASP1 et WT quant elles sont traitées au PBS. Comme nous l’avons observé à 

l’aide du pléthysmographe, nos résultats montrent également que les souris WT ayant reçu un 

traitement chronique au formotérol présentent une hyperréactivité bronchique à la 

métacholine par rapport aux souris WT ayant reçu la solution saline. Enfin, on observe une 

diminution significative (P < 0.01) de l’effet de la métacholine dans le groupe de souris KO 

traitées de manière chronique au formotérol comparé avec le groupe de souris WT ayant recu 

le même traitement, ce qui confirme le résultat obtenu avec le pléthysmographe. 

 Dans l’ensemble, ces résultats indiquent une atténuation importante de l’hyperréactivité 

bronchique induite par un traitement chronique au formotérol chez les souris KO GASP-1, 

suggèrant une implication de cette protéine dans la mise en place des adaptations liées à la 

stimulation chronique des récepteurs B2AR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. Effet de l'administration intranasale chronique du formotérol sur la 

réactivité des voies aériennes à la métacholine dans les souris WT et KO Gasp1.  

La réactivité des voies aériennes (résistance, R) en réponse à une dose unique de métacholine (MCh ; 50mg/kg) 

a été évaluée par la technique du Flexivent ® sur des animaux WT et KO GASP-1 ayant été traités au formotérol 

(400 µg/kg ou par une solution saline/cyclodextrine pendant 35 jours). Les histogrammes représentent les 

moyennes + les déviations standards (n = 5 à 9 par groupe). ## indique p ≤ 0,01 vs WT-CDx ** indique p ≤ 0,01 

vs WT-FOR. CDx : Cyclodextrine dans sérum physiologique ; FOR : formotérol. 
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IV.A.8.Mesure de la tolérance induite par l’administration chronique de formotérol 

 
 Afin d’étudier également le développement de la tolérance aux effets bronchodilatateurs 

du formotérol induite par un traitement chronique avec ce composé, nous avons réalisé une 

expérience dans laquelle nous avons mesuré l’effet bronchodilatateur d’une dose de 

formotérol (à l’aide du Flexivent) chez des animaux WT et KO GASP-1 ayant été traités 

préalablement au formotérol 400 µg/kg pendant 35 jours.Dans les conditions basales, nos 

résultats montrent qu’il n‘y a aucune différence entre les souris WT et KO qui ont reçues le 

PBS ou le formotérol en absence de la métacholine (Figure 34). Comme précédemment 

(Figure 33), on voit que l’effet bronchoconstricteur de la métacholine est similaire chez les 

souris WT et KO GASP-1 traitées au PBS. De même, l’effet bronchodilatateur d’une dose de 

formotérol chez des animaux traités par une solution saline pendant 35 jour est identique chez 

les KO GASP-1 et les WT. Enfin, on voit clairement que chez les animaux WT qui ont reçu 

du formotérol pendant 35 jours, l’effet bronchodilatateur d’une dose de formotérol est absent 

alors qu’il est toujours présent chez les KO GASP-1. Ces résultats indiquent qu’un traitement 

chronique au formotérol induit le développement d’une tolérance à ses effets 

bronchodilatateurs qui est absente chez les KO GASP-1. 

 Dans l'ensemble, nos résultats indiquent que GASP-1 joue un rôle important à la fois 

dans le développement de l’hyperréactivité bronchique ainsi que de la tolérance aux effets 

bronchodilatateurs du formotérol induites par un traitement chronique avec ce même 

composé. 
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Figure 34 : Effet bronchodilatateur d’une dose de formotérol après un traitement 

chronique au formotérol dans les souris WT et KO GASP-1. 

La réactivité des voies aériennes (résistance, R) en réponse à une dose unique de métacholine (MCh, 50mg/kg) a 

été évaluée par la technique du Flexivent ® avec ou sans administration préalable d’une dose de formotérol (400 

µg/kg) sur des animaux WT et KO GASP-1 ayant été préalablement traités par du formotérol (400 µg/kg) ou par 

une solution saline/cyclodextrine pendant 35 jours. . Les histogrammes représentent les moyennes + les 

déviations standards (n = 5 à 8 par groupe). *** Indique p ≤ 0,001 vs groupe WT-CDx. $ Indique p ≤ 0,05 vs 

groupe KO-CDx. § § § indique p ≤ 0,001 vs tout les groupe et # # # indique p ≤ 0,001 vs WT-FOR pour le 

groupe avec traitement chronique formotérol. CDx : Cyclodextrine dans sérum physiologique ; FOR : 

formotérol. 

 

 

IV.A.9. Effet de l’administration intranasale chronique de formotérol sur le taux de 

collagène, l’activité de la myéloperoxipase et l’alpha actine musculaire lisse dans les 

poumons de souris WT et KO GASP-1. 

 
Après 35 jours de traitement chronique au formotérol (400 µg/kg), Les poumons sont 

prélevés et on procède à la mesure du taux du collagène, de l’activité de la myélopéroxidase 

(MPO) et de l’alpha actine musculaire lisse dans les homogénats pulmonaires.  

Concernant le taux du collagène, les résultats représentés dans la Figure 35 (A et B) 

montrent que ce taux est plus élevé chez les souris WT traitées au formotérol en comparaison 

avec les souris WT traitées à la solution saline (p< 0,01). Ce taux plus élevé pourrait refléter 

l’existence d’un remaniement du tissu bronchique induit par le formotérol comme cela a déjà 
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été suggéré. Par ailleurs, nos résultats montrent qu’il n’y a pas d’augmentation du taux de 

collagène chez les souris KO traitées au formotérol, suggérant que ce remaniement 

bronchique n’a pas eu lieu dans les souris KO GASP-1. 

Nous n’avons pas observé de modification de l’activité de la MPO dans les différents 

échantillons (Figure 35C). Ces résultats indiquent qu’il n’ya pas d’inflammation chez les 

animauxWT et KO GASP-1 traitées au PBS et au formotérol pendant 35 jours. 

Enfin, l’alpha actine musculaire lisse a été mesurée par ELISA dans les homogénats 

pulmonaires (Figure 35D). Les résultats montrent qu’il n’ya aucune différence entre les 

animaux KO GASP1 et WT traités ou pas par le formotérol, indiquant une absence de 

modification du muscle lisse bronchique chez ces animaux. . 
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Figure 35. Effet de l'administration intranasale chronique de formotérol sur le 

collagène, l'activité de la myelopéroxidase et l'alpha actine musculaire lisse dans les 

poumons des souris WT et KO GASP1.  

Les mesures ont été réalisées sur les animaux WT et KO GASP-1 ayant été préalablement traités par du 

formotérol (400 µg/kg) ou par une solution saline/cyclodextrine pendant 35 jours. A. Pourcentage de collagène 

dans les homogénats de poumons des souris WT et KO GASP-1 mesuré par dosage colorimétrique. B. 

Coloration au colorant Trichrome de Masson de sections de poumons de souris WT et KO GASP-1 montrant le 

dépôt de collagène autour des bronches et des vaisseaux (grossissement x100). C. Mesure de l’activité MPO 

dans les homogénats de poumons de souris WT et KO GASP-1 par dosage colorimétrique (mesure indirecte de 

l'infiltration de neutrophiles dans les tissus). D. Mesure de l’alpha-actine musculaire lisse par ELISA dans les 

homogénats pulmonaires. Les histogrammes représentent les moyennes + les déviations standards (n = 5 à 8 par 

groupe). *** indique p ≤ 0,001 vs WT-FOR ; ## p ≤ 0,01 vs WT-CDx. CDx : Cyclodextrine dans sérum 

physiologique ; FOR : formotérol. 
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IV.A.10. Effet de l'administration intranasale chronique de formotérol sur l’épaisseur 

de l'épithélium, le muscle lisse et le nombre de cellules dans les poumons chez les souris 

WT et KO GASP-1. 

 

En parallèle des expériences présentés dans le paragraphe précédent, nous avons 

évalué, chez les animaux WT et KO GASP-1, les conséquences du traitement chronique au 

formotérol sur l’épaisseur de l’épithélium bronchique, la densité du muscle lisse bronchique 

et du tissu bronchique total ainsi que sur le nombre total de cellules. Pour ce faire, nous avons 

réalisé des sections des poumons des animaux WT et KO GASP-1, traités ou non au 

formotérol, que nous avons colorées de différentes manières afin de révéler les différents 

éléments du tissu. Les résultats sont regroupés dans la Figure 36. Nos observations, ont 

montré une absence de différence dans l’épaisseur de l’épithélium bronchique des animaux 

WT et KO GASP-1 traités ou non au formotérol (Figure 36A et B) ainsi qu’une absence de 

modification de la densité du muscle lisse bronchique (Figure 36C). A l’inverse, nous avons 

observé une légère augmentation de la densité globale du tissu et du nombre de cellules chez 

les animaux WT traités au formotérol qui est absente chez les animaux KO GASP-1 (Figure 

36D et E). Dans l’ensemble, ces résultats suggèrent GASP-1 est impliqué dans la  

densification du tissu bronchique associé au traitement prolongé au formotérol mais que cette 

densification n’est pas du à une augmentation de la densité du muscle lisse bronchique, ni a 

une augmentation de l’épaisseur de l’épithélium 
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Figure 36 : Effet de l'administration intranasale chronique de formotérol sur l’épaisseur 

de l'épithélium, le muscle lisse et le nombre de cellules dans les poumons chez les souris 

WT et KO Gasp1.  

Les mesures ont été réalisées sur les animaux WT et KO GASP-1 ayant été préalablement traités par du 

formotérol (400 µg/kg) ou par une solution saline/cyclodextrine pendant 35 jours. A. L’épaisseur del'épithélium 

a été mesurée sur des coupes colorées à l’Haematoxyline-Eosine. B. Photos représentatives de coupes colorées à 

l’Haematoxyline-Eosine (grossissement x100). C. La densité du muscle lisse a été mesurée sur des sections 

marquées par immunohistochimie avec des anticorps anti-alpha-actine. La surface du muscle lisse a été mesurée 

et rapportée au périmètre bronchique. Les valeurs sont exprimées en μm2/μm. D. La Densité du tissu a été 

mesurée des coupes colorées à l’Haematoxyline-Eosine. La surface de tissu a été mesurée, rapportée à la surface 

de la section et exprimée en pourcentage de la surface totale. E. Le nombre de cellules a été mesuré sur des 

coupes colorées avec du DAPI. Les cellules ont été comptées sur deux images par sections. Les valeurs 

correspondent à des moyennes + la déviation standard (n = 5 à 8 par groupe).# indique p ≤ 0,05 vs groupe WT-

CDx et * indique p ≤ 0,05 vs groupe WT-FOR. CDx : Cyclodextrine dans sérum physiologique ; FOR : 

formotérol. 
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IV.A.11. Effet d’un traitement chronique au formotérol sur le nombre de récepteurs 

bêta-adrénergiques dans les poumons de souris WT et KO GASP-1. 

 
 La quantification du nombre de récepteurs bêta-adrénergiques a été réalisée avec le 

même protocole que celui utilisé dans le cas du traitement aigu par le formotérol.  

 Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 37. Ils montrent que pour les deux 

génotypes KO et WT, le nombre total des récepteurs bêta-adrénergiques (B-AR) diminue 

après un traitement chronique par une dose quotidienne de 0,4 mg/kg de formotérol pendant 

35 jours (Figure 37A). De manière similaire, nous avons observé une baisse significative du 

nombre des récepteurs B2-AR dans les deux génotypes après administration du formotérol. A 

l’inverse, il n’y a pas de variation significative du nombre de récepteurs B1-AR dans les 

animaux WT et KO GASP-1 suite à l’administration du formotérol (Figure 37C). Dans 

l’ensemble, ces résultats montrent que conformément aux résultats du traitement aigu, il y a 

une régulation négative des récepteurs B2-AR après un traitement chronique au formotérol 

(35 jours) à la fois chez les souris WT et KO GASP-1. Ce phénomèneprésente une amplitude 

similaire dans les deux génotypes et ne semble donc pas être à l’origine du phénotype observé 

chez les KO GASP-1 au cours de cette étude. 
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Figure 37 : Quantification du nombre de sites B-AR après l'administration chronique 

du formotérol chez les souris WT et KO GASP1. 

Le nombre de sites B-AR a été évalué par liaison à l’équilibre à partir d’homogénats de poumons d’animaux WT 

et KO GASP-1 ayant reçu une dose quotidienne de formotérol (400 μg/kg, i.n.) pendant 35 jours ou la solution 
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contrôle (cyclodextrine dans du sérum physiologique) selon le protocole décrit dans Matériel et Méthodes.Les 

histogrammes représentent la moyenne des valeurs obtenues + les déviations standards (n = 5 à 9 par groupe). 

L’analyse statistique des résultats a été effectuée à l’aide du logiciel GraphPad©, par un testanova à deux voies, 

post test de bonferroni. ** signifie P<0,01 vs WT BT-AR CDx, KO BT-AR CDxou KO B2 CDx; *** signifie 

P<0,001 vs WT B2 CDx. CDx : cyclodextrine dans le sérum physiologique ; Formo : formotérol. 

 

 

IV.A.12. Effet d’un traitement chronique au formotérol sur la tension de la trachée 

isolée des souris WT et KO GASP-1 

 
A la suite des expériences réalisées in vivo, nous avons voulu examiner si nous 

pouvions visualiser l’hyperréactivité bronchique induite par le formotérol directement sur la 

trachée de souris isolée. Nous avons réalisé ces expériences en collaboration avec l’équipe du 

Professeur Devillier (Upres EA 220, Suresnes) qui est spécialisée dans ce type de 

manipulations ex vivo sur la bronche isolée. Des souris WT et KO GASP-1 ont été traitées 

quotidiennement au fomotérol pendant 35 jours puis leur trachée a été isolée afin d’évaluer 

leur réactivité à l’acétylcholine. Comme on peut le voir sur la Figure 38, la réactivité de la 

trachée des souris WT et KO GASP-1 à des doses d’acétylcholine allant de 10-8 à 3.10-3 M 

s’est avérée très similaire, que les animaux aient été traités ou non au préalable par le 

formotérol. La relaxation des trachées par une gamme de doses de formotérol a également été 

testée et nous n’avons pas observé de différences significatives entre les groupes (données 

non montrées). Par conséquent, bien que ces préparations réagissent à un bronchoconstricteur 

(l’acétylcholine) et un bronchodilatateur (le formotérol), nous n’avons pas pu mettre en 

évidence les phénomènes d’hyperréactivité bronchique et de tolérance visualisés sur les 

animaux entiers. Ce résultat pourrait être lié au fait que nous n’avons pas pu travailler 

directement sur des bronches isolées (du fait de leur petite taille chez la souris) qui sont 

probablement le site principal de l’adaptation liée au traitement chronique avec le formotérol.  
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Figure 38 :Effet de l’acétylcholine sur la trachée isolée de souris WT et KO GASP-1 

traitées de manière chroniqueau formotérol. 

La réactivitédes trachées isolées àdifférentes dose d’acétylcholine a été testée selon (Naline et al., 1994), après 

traitement chronique au formotérol (400μg/kg, i.n.) ou a une solution saline de cyclodextrine pendant 35 jours. 

Les valeurs correspondent à des moyennes + les déviations standards (n = 16). 
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IV.A.13.Conclusion et discussion sur les résultats obtenus dans le modèle 

d’hyperréactivité bronchique induite par le formotérol chez les souris sauvages et KO 

GASP-1. 

 

IV.A.13.1. Analyse de la réactivité bronchique chez les souris WT et KO-GASP-1 après 

un traitement chronique avec un agoniste B2-AR. 

 

Les agonistes du récepteur B2-adrénergique sont des bronchodilatateurs puissants. Ils 

représentent des outils thérapeutiques majeurs dans le traitement de l'asthme. Dans les années 

80-90, une recrudescence de mort par asthme a été observée; elle a été reliée à l'utilisation au 

long cours, en monothérapie, d'agonistes B2-adrénergiques en particuliers d’agonistes de 

longue durée d'action (LABA) alors commercialisés . Plus récemment, une méta-analyse 

incluant différents essais cliniques a confirmé que des patients traités pendant quatre semaines 

ou plus avec le formotérol (un agoniste type LABA) présentaient un risque significativement 

plus élevé d’effet secondaire grave et ce, que le formotérol soit associé ou non avec un 

glucocorticoïde (Cates & Cates, 2012). Ces problèmes ont été reliés à un remaniement du 

muscle lisse bronchique et au développement d'une hyper-réactivité bronchique directement 

générés par le formotérol. 

Au cours de ce travail, nous avons mis au point et validé un modèle murin de 

traitement par les agonistes B2-adrénergiques chez la souris dans lequel sont étudiés i) les 

effets bronchodilatateurs aigus des agonistes bêta2-adrénergiques ainsi que ii) l'hyper-

réactivité bronchique et le remaniement du muscle lisse bronchique associés à un traitement 

chronique (35 jours) par ces agonistes. Dans ce modèle, la réactivité bronchique des animaux 

est évaluée à l'aide de deux techniques différentes. L'une, consiste à mesurer la réactivité 

bronchique chez l'animal vigile à l'aide d'un pléthysmographe barométrique. L'autre, mesure 

directement la réactivité des voies aériennes chez l'animal anesthésié (technologie 

Flexivent®). Par ailleurs, nous avons associé ces mesures physiologiques à des mesures 

biochimiques et des coupes histologiques réalisées sur les poumons des animaux prélevés en 

fin d'expérience. 

Dans un premier temps, nous avons montré que l'effet bronchodilatateur aigu du 

formotérol n'est pas différent entre les souris sauvages et KO GASP-1. De manière 

intéressante, nous avons ensuite observé qu'un traitement chronique de 35 jours par le 
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formotérol administré par voie intranasale induit le développement d'une réactivité 

bronchique exagérée (par comparaison aux contrôles non-traités) chez les animaux sauvages 

mais pas chez les KO GASP-1. Par ailleurs, nous avons observé que le développement de 

l'hyperréactivité bronchique ne semble pas associé à une inflammation car nous n'avons pas 

observé d'état inflammatoire des poumons observés sur coupes histologique ainsi qu'aucune 

modification de l'activité de la myéloperoxidase dans les poumons des différents groupes. 

A la suite de ces travaux in vivo nous avons voulu essayer de mettre en place un 

modèle ex vivo qui permettrait d’étudier plus en détail le phénomène observé sur l’animal 

entier. Nos essais sur la trachée de souris isolée se sont malheureusement avérés infructueux. 

Nous avons, par conséquent, opté pour une étude sur des cellules de muscle lisse bronchique 

humain dont les détails sont rapportés dans la suite du manuscrit (partie IV.B). 

 

IV.A.13.2. Expression de GASP-1 et du récepteur B2-AR. 

 
Nos résultats de Western blot et de liaison à l’équilibre suggèrent que GASP-1 et les 

récepteurs B2-AR sont bien co-exprimés dans le poumon et indiquent donc qu’il est pertinent 

de vouloir étudier le rôle de GASP-1 dans la modulation de l’activité des récepteurs B2-AR 

dans le contexte pulmonaire. Il reste cependant à faire la démonstration que ces deux 

partenaires sont bien co-exprimés dans les mêmes cellules. Cet aspect a été abordé dans la 

suite de ce travail. 

Par ailleurs, nous avons observédans nos Westerns blot sur les poumons de souris une 

faible expression de GASP-2 ainsi qu’une absence de régulation de cette expression à la suite 

du traitement au formotérol chez les souris WT et KO GASP-1. Ces résultatsindiquent que la 

compensation éventuelle liée à l’expression dans le poumon de cette protéine très homologue 

à GASP-1 devrait-être relativement limitée. Dans l’ensemble, ces données suggèrent que le 

choix de notre modèle d’étude s’est avéré pertinent. 

 

IV.A.13.3. Le nombres de sites du récepteur B2-AR chez les souris WT et KO GASP-1 

 
Chez les WT et KO GASP-1 naïves, nous avons pu constater que la quantité de 

récepteurs β 2-AR est similaire.Après traitement aigu ou chronique avec un agoniste B2-AR, 

le niveau d’expression du récepteur B2-AR est significativement réduit de manière 

équivalente dans les deux génotypes.Le groupe du Dr Jennifer Whistler a préalablement 
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suggèré que la protéine GASP-1 serait impliquée dans le tri des récepteurs couplés aux 

protéines G vers la dégradation lysosomale suite à leur stimulation prolongée (Whistler et al., 

2002; Bartlett et al., 2005). Selon cette hypothèse, GASP-1 serait impliquée dans le 

développement de la tolérance suite à un traitement chronique avec un agoniste de RCPG. En 

effet, suite à sa stimulation, GASP-1 conduirait ce récepteur vers la dégradation et donc à une 

diminution du nombre de récepteurs disponibles à la membrane pour répondre à l'agoniste. 

Nos résultats indiquent que contrairement à cette hypothèse, GASP-1 ne semble pas impliqué 

de manière prépondérante dans la dégradation des récepteurs B2-AR suite à leur stimulation 

aigu ou prolongée. Par conséquent, ce phénomène ne semble pas être à l'origine de l'absence 

d'hyperréactivité bronchique et de tolérance observées chez les KO GASP-1 à la suite du 

traitement prolongé au formotérol.  

 

IV.B. Vers la mise en place d’un modèle cellulaire pour analyser le rôle de 

la protéine GASP1 dans l’activation prolongée du récepteur bêta-2 

adrénergiques 

 
Dans la première partie de ce travail, nous avons montré que l'effet bronchodilatateur 

aigu du formotérol n'est pas différent entre les souris sauvages et KO GASP-1. De manière 

intéressante, nous avons ensuite observé qu'un traitement chronique de 35 jours par le 

formotérol administré par voie intranasale induit le développement d'une réactivité 

bronchique exagérée (par comparaison aux contrôles non-traités) chez les animaux sauvages 

mais pas chez les KO GASP-1. Par ailleurs, nous avons observé que le développement de 

cette hyper-réactivité bronchique était corrélé à une augmentation du niveau de collagène 

dans les poumons des souris sauvages qui n'est pas observée chez les KO GASP-1. Ce résultat 

est confirmé par l'observation de coupes histologiques.Nos résultats de Western blot et de 

liaison à l’équilibre suggèrent que GASP-1 et les récepteurs B2-AR sont bien co-exprimés 

dans le poumon et indiquent donc qu’il est pertinent de vouloir étudier le rôle de GASP-1 

dans la modulation de l’activité des récepteurs B2-AR dans le contexte pulmonaire.  

Dans la suite de ce travail, nous avons voulu mettre en place un système cellulaire 

pour analyser le rôle de la protéine GASP1 dans l’activation prolongée des récepteurs bêta-2 

adrénergiques en utilisant des cultures primaires de cellules du muscle lisse bronchique 

(cellules CML). Ces cellules sont issues des parties saines de biopsies de poumons de 

patients. La mise en culture de fragments de poumons dans un milieu approprié permet 



 129

d’obtenir après quelques semaines des cellules musculaires lisses qui se divisent et qui 

pourront être utilisée jusqu’au huitième passage pour réaliser nos expériences. Au delà de 

cette limite on considère que les cellules ont tendance à perdre leurs caractéristiques de 

cellules de muscle lisse (Freund-Michel et al., 2002).  

 

IV.B.1. Expression des protéines GASP-1, GASP-2 et du récepteur B2-AR dans les 

cellules primaires de muscle lisse bronchique humain (CML) 

 

IV.B.1.1. Expression de la protéine GASP-1 

 

Dans un premier temps nous avons voulu examiner la présence de GASP-1 et GASP-2 

dans des cellules primaires de muscle lisse bronchique humain (CML). Pour ce faire, nous 

avons préparé des extraits protéiques à partir de cescellules cultivées en présence de 10 ou 

0,3% de sérum de veau fœtal (FCS).La culture en présence de faible quantité de sérum 

renforce les caractéristiques de muscle lisse de ces cellules. Nous avons fait migrer 20 µg de 

protéines de chaque échantillon sur un gel 8% acryl/bisacrylamide, puis nous avons réalisé un 

Western Blot avec un anticorps polyclonal anti-GASP-1 qui reconnaît également GASP-2. 

Nous avons fait migrer également comme témoin positif un extrait cellulaire de lignée SHSY-

5Y (neuroblastome humain) qui exprime les protéines GASP-1 et GASP-2 en abondance. 

Nous avons, par ailleurs, réalisé un second Western Blot avec un anticorps polyclonal anti-

GASP-2 qui reconnaît GASP-2 mais pas GASP-1. Les résultats sont présentés dans la Figure 

40. 

 Comme on peut le voir, dans la piste 3 correspondant aux SH5Y-5Y, on distingue deux 

bandes immunoréactives principales d’un poids moléculaire apparent d’environ 190 et 100 

kDa correspondant respectivement à GASP-1 et GASP-2 (Figure 39, gel du haut). Dans les 

pistes 1 et 2 correspondant à deux extraits de cellules CML cultivées en présence de sérum de 

veau fœtal (FCS) 10 ou 0.3%, on constate également la présence de deux bandes 

immunoréactives majoritaires de taille équivalente à celles présentes dans l’extrait de cellules 

SHSY-5Y. Ces deux bandes correspondent très probablement à GASP-1 et GASP-2. 

 L’anticorps polyclonal anti-GASP-2 ne reconnaît,quand à lui, que GASP-2 dans les 

extraits de cellules SHSY-5Y ainsi dans les extraits de CML (Figure 39, gel du bas). Dans 

l’ensemble, ces données indiquent la présence des protéines GASP-1 et GASP-2 dans les 

CML.  
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Figure 39 : Mise en évidence de l’expression endogène de GASP-1 et GASP-2 dans les 

CML par Western blot. 

Un extrait cellulaire de lignée SHSY-5Y est placé dans le puits 3 commetémoin positif. L’anticorps reconnaît 

une protéine de 190-kDa correspondant àGASP-1.Dans les puits 1 et 2, l’anticorps reconnaît une protéine 

correspondant à GASP-1 dans les deux extraits de cellules CML 7C FCS 10% et CML 7C FCS 0.3%.Dans les 

puits 1 et 2, l’anticorps reconnaît une protéine correspondant à GASP-2 dans les deux extraits de cellules CML 

7C FCS 10% et CML 7C FCS 0.3%). Les cellules utilisées dans cette expérience sont issues d’un seul patient 

(7C). FCS : Sérum de veau fœtal  

 

 

IV.B.1.2. Expression du récepteur B2-AR dans les CML 

 

 Nous avons ensuite voulu examiner la présence du récepteur B2-AR dans les CML. 

Pour ce faire, nous avons réalisé des expériences de liaison à l’équilibre sur ces cellules avec 

un ligand radioactif non sélectif (capable de marquer les récepteurs B1-AR et B2-AR), le [3H] 

CGP 12 177. Nous l’avons utilisé à la concentration saturante de 1nM afin de saturer 

l’ensemble des sites B1-AR et B2-AR. Nous avons déterminé la quantité de sites β1-AR par 

compétition en utilisant un antagoniste sélectif froid des récepteurs β 2-AR (ICI 188 551), et 

la quantité de β2-AR en utilisant un antagoniste sélectif froid des récepteurs β1-AR (CGP 20 

712A). Les résultats obtenus avec trois quantités de cellules issus du même patient que celui 

utilisé pour les Western Blot ayant permis de révéler la présence de GASP-1 sont présentés 

dans la Figure 40. Les résultats obtenus avec 250000, 500000 et 1000000 de cellules 

indiquent clairement que les CML issues de ce patient expriment à la fois les récepteurs B2-
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AR et B1-AR. 
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Figure 40 : Expression endogène des récepteurs B1- et B2-AR dans les CML  

Les CML issues du patient 7C ont été cultivées en présence de 10% de FCS. Les membranes de ces cellules ont 

été préparées selon le protocole indiqué dans Matériel et Méthodes. Les expériences de liaison à l’équilibre ont 

été réalisées en duplicats avec des membranes provenant respectivement de 250000, 500000 et 1000000 de 

cellules.  

 

 

IV.B.2. Tests de fonctionnalité du récepteur B2-adrénergique  des cellules primaires 

CML : activation de l’adénylate cyclase et production d’AMPc. 

 

Dans cette étude, nous avons voulu vérifier que le récepteur B2-AR présent à la 

surface des CML était bien fonctionnel. Pour ce faire, nous avons mesuréla capacitédu 

formotérolà stimuler la production d’AMPcyclique dans ces cellules. Par ailleurs, nous avons 

utilisé comme contrôle positif les cellules HEK293 qui expriment de manière endogène 

lesrécepteurs B2-AR (Michel et al., 2014). Ces expériences ont été réalisé à l’aide d’un kit de 

détection Lance Ultra cAMP (voir Matériel et Méthodes) qui permet d’atteindre un niveau de 

sensibilité compatible avec des dosages sur des cellules en faible nombre (quelques milliers 

de cellules). Les résultats présentés dans la figure 41, montrent que dans les CML, le 

formotérol à une concentration de 10 µM stimule la production d’AMPcyclique d’une 

manière similaire à la forskoline (molécule activatrice de l’adnylate cyclase). 
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Figure 41: Production d’AMPc par les CML stimulées avec le formotérol ou la 

forskoline  

Les CML (Patient 7C 10% SVF, 2000 cellules par point ) ont été traitées avec le formotérol (10µM) ou la 

forskoline (10µM) pendant 20 min. les valeurs correspondent à la moyenne ± la déviation standard (n = 3). 

 

 

IV.B.3. Evaluation de la capacité du récepteur B2-AR des CML à activer la voie des 

MAP kinases 

 

Afin de compléter la caractérisation du récepteur B2-AR présent sur les cellules de 

muscle lisse humain, nous avons voulu évaluer la capacité du formotérol à stimuler la voie 

des MAP kinases comme cela a déjà été décrit (Nino et al., 2009). Dans ce travail, il a été 

montré que les agonistes de ce récepteur, en particulier l’isoprotérénol et le salmétérol, sont 

capable de stimuler la phosphorylation des protéines ERK1/2 après quelques minutes de 

traitement avec ces deux agonistes (Nino et al., 2009). Nous avons réalisé une expérience 

similaire avec le formotérol sur des CML et en parallèle nous avons testé comme contrôle 

positif des cellules HEK293 qui expriment le récepteur B2-AR de manière endogène. Les 

résultats sont présentés dans la Figure 42A. Comme on peut le voir dans le panel de gauche, 

dans les HEK293, 5 à 10 minutes de traitement avec le formotérol induit une forte stimulation 
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de la phosphorylation des protéines ERK1/2, ce qui indique que cet agoniste stimule bien 

cette voie de signalisation via le récepteur B2-AR et que tous nos réactifs sont corrects 

(agonistes, anticorps etc..). A l’inverse avec les CML du patient 7C (Figure 42A, panel de 

droite), dans les mêmes conditions, nous n’avons pas observé de stimulation de la 

phosphorylation des protéines ERK1/2. Afin de vérifier l’état physiologique des CML que 

nous avons utilisé, nous avons testé dans un deuxième temps, la capacité d’un ligand d’un 

récepteur à tyrosine-kinase, le NGF, à stimuler la phosphorylation de ERK1/2 dans ces 

cellules. En effet, la voie des MAP kinases est la voie principale utilisée par ce type de 

récepteur pour stimuler la division des cellules et il a déjà été montré que dans les CML le 

NGF stimule cette voie via son récepteur TrkA (Freund-Michel et al., 2006). Dans 

l’expérience que nous avons réalisé au laboratoire avec les CML issues du patient 7C (Figure 

42B), nous n’avons pas observé d’augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 ni avec le 

NGF (panel de droite), ni avec le formotérol (panel de gauche) à aucun des temps évalués. 

Ces résultats indiquent soit que nous n’étions pas dans les bonnes conditions pour 

effectuer cet essai (temps de sevrage en sérum des cellules, tampon utilisé), soit que ces 

cellules étaient dans un état physiologiques tel que l’on ne pouvait pas visualiser la 

stimulation de cette voie de signalisation. 
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Figure 42 : Activation de la voie des MAP kinases par le formotérol dans les CML 

Le degré de phosphorylation des protéines ERK1/2 dans les cellules HEK293 (A) et CML (A 

et B) a été évalué selon le protocole décrit dans Matériel et Méthodes. Les cellules ont été 

traitées au formotérol (10 µM) ou au NGF (3 µM) pendant les temps indiqués. 

 

 

IV.B.4. Effet de l’activation prolongée du récepteurB2-AR sur les réponses calciques des 

récepteurs couplés aux protéines de type Gq dans les CML 

 

 Dans une publication récente (Yang et al., 2011), il a été montré que la stimulation 

prolongée des CML avec l’agoniste des récepteurs B-AR isoprotérénol potentialise la réponse 

calcique de plusieurs récepteurs couplés aux protéines Gq exprimés de manière endogène 

dans ces cellules. Ce phénomène pourrait fournir une base moléculaire du phénomène 

d’hyperréactivité bronchique induit par un traitement chronique avec un agoniste B2-AR que 

nous avons observé chez la souris. Comme on peut le voir dans la Figure 43 (issue de cet 

article), des CML prétraités à l’isoprotérénol pendant 48 heures semble présenter une 

réactivité plus importante à plusieurs agonistes de récepteurs couplés à Gq, dont la libération 

de calcium intracellulaire et la voie de signalisation principale (voir introduction). Ce 

traitement n'a pas augmenté les quantités des récepteurs ni l'expression des protéines G ou des 
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effecteurs secondaires (phospholipase Cβ). En revanche, les agonistes B-AR semblent 

diminuer l'expression du régulateur de la signalisation 5 (RGS5), qui est un « inhibiteur » de 

l’activité des protéines G (voir introduction). 

 

 

Figure :43 Comparaison de la concentration de calcium intracellulaire dans les CML 

après activation par la bradykinine ,la thrombine ou l’histamine  

Cette figure est issue de l’article de Yang et al., (2011). Les CML ont été traitées avec l’isoprotérénol (0.5µM) 

pendant 48 heures puis la capacité de la bradykinine, de la thrombine et de l’histamine à stimuler la libération de 

calcium intracellulaire a été mesurée à l’aide d’une sonde calcique fluorescente (FLIPR calcium 3 de chez 

Molecular Devices).  
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Dans un premier temps, nous avons voulu reproduire les résultats de (Yang et al., 

2011)afin d’évaluer, dans un deuxième temps, l’implication de la protéine GASP-1 dans la 

potentialisation des réponses des récepteurs couplés à Gq par l’activation prolongée des 

récepteurs β2-AR. 

Dans cette étude, nous avons exposé les CML issue du patient 7C au formotérol 

(10µM ) pendant 48 h avant de tester la libération de calcium intracellulaireinduite par deux 

agonistes différents, la thrombine et la bradykinine. La quantité du calcium intracellulaire 

libéré après activation a été mesurée par fluorimétrie (voir Matériel et Méthodes). Une partie 

des données recueillies sont représentées dans la Figure 44 qui montre la cinétique de 

variation de la concentration intracellulaire de calcium avantou après l'addition de chacun des 

deux agonistes après exposition ou non des cellules au formotérol. Concernant la bradykinine, 

nous avons vu que des doses allant de 0.001 µM à 0.5 µM stimulent de la même manière la 

libération de calcium intracellulaire que les cellules aient été préalablement traitées ou non au 

formotérol (Figure 44A). De même, nous avons observé que 50 unités de thrombine 

produisent également des effets similaires que les cellules soient prétraitées ou non au 

formotérol (Figure 44B). Dans le cas de la thrombine, on peut même observer un effet 

légèrement inférieur (quoique non significatif) lorsque les cellules ont été prétraitées au 

formotérol. Les concentrations inférieures de thrombine testées (jusqu’à 0.05 unités) ont 

donné des résultats similaires (données non montrées).  

En conclusion, bien que nous ayons clairement pu montrer l’induction d’un réponse 

calcique par des agonistes (bradykinine, thrombine) de récepteurs couplés à la protéine Gq 

dans les CML issues du patient 7C au cours de cette étude, nous n’avons pas pu reproduire la 

potentialisation de cette réponse par un prétraitement de 48 hrs avec le formotérol telle qu’elle 

a été montrée avec l’isoprotérénol par Yang et collaborateurs (Yang et al., 2011). Cette 

différence pourrait être du au fait que l’isoprotérénol est un agoniste des récepteur B1- et B2-

AR alors que le formotérol est un agoniste sélectif du récepteur B2-AR. En effet, bien que 

cela nécessite vérification, nos expériences de binding suggèrent que les CML pourraient 

exprimer un peu de récepteur B1AR (voir chapitre précédent). Néanmmoins, nous avons 

clairement montré que le formotérol chez l’animal induit le développement d’une 

hyperréactivité bronchique et donc si le phénomène observé par Yang et collaborateur était à 

l’origine du développement de l’hyperréactivité bronchique induite par les agonistes B2-AR, 

nous devrions l’observer avec le fomotérol. 
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Figure 44 : Réponse calcique des CML à la bradykinine et à la thrombine avec ou sans 

prétraitement au formotérol. 

Mesure de la libération de calcium intracellulaire induite par la bradykinine (A) ou la thrombine (B) dans les 

CML après une exposition au formotérol (lignes bleues) ou non (lignes jaunes). Les cellules ont été traitées avec 

le formotérol (10µM) pendant 48 heures puis ont étéincubées avec les concentrations indiquées de la bradykinine 

ou de la thrombine. Les concentrations de calcium intracellulaire ont été mesurées par fluorimétrie à l’aide de la 

sonde Fluo-4 (voir Matériel et Méthodes). 
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IV.B.5. Optimisation de la transfection des cellules primaires CML 

 
 En parallèle des expériences précédentes, nous avons tenter d’optimiser les conditions 

de tranfection des CML afin de pouvoir moduler l’expression de GASP-1 dans ces cellules 

soit en diminuant son expression en transfectant des siRNA ou des shRNA soit en 

surexprimant GASP-1 à l’aide d’un vecteur eucaryote supérieur de type pcDNA3. Cela 

permettrait d’étudier l’effet de GASP-1 sur les voies de signalisation et de voir si on peut 

corréler les résultats avec les données in vivo à savoir l’absence du développementd’une 

hyperréactivité à la méthacholine après administration chronique d’un agoniste B2-AR dans 

les souris n’exprimant pas GASP-1. Les CML sont difficiles à transfecter par les méthodes 

classiques comme c’est le cas pour beaucoup de lignées cellulaires primaires.Nous avons 

donc opté pour une technique alliant la transfection chimique et l’électroporation afin 

d’augmenter nos chances de succès. En effet, l’électroporateur commercialisé par la société 

Lonza a déjà été largement décrit pour permettre un fort taux de transfection de nombreuses 

cellules primaires avec un taux de survie important. 

 La Figure 45 résume les meilleurs résultats que nous avons pu obtenir avec le plasmide 

contrôle du kit pmaxGFP, qui permet l’expression de la GFP (Figure 45A), le pcDNA-bêta 

14.3.3-mYFP, qui est un contrôle déjà utilisé au laboratoire qui permet l’expression de la 

protéine bêta14.3.3 fusionnée à la YFP (Figure 45B), et le pcDNA3-YFP-GASP-1 qui permet 

l’expression de la protéine GASP-1 fusionnée à la YFP (Figure 45C). Comme, on peut le voir 

dans la Figure 45A, la transfection du pmaxGFP, dans les conditions optimales que nous 

avons identifiées pour les CML, permet une expression de la GFP dans la quasi totalité des 

cellules (comparer la photo en contraste de phase à gauche et en fluorescence à droite). Par 

contre, le nombre de cellules transfectées à l’aide de notre contrôle maison, pcDNA-bêta 

14.3.3-mYFP, préparé exactement dans les mêmes conditions que le contrôle du kit, donne un 

niveau de transfection beaucoup plus faible (Figure 45B). Ce niveau s’est avéré encore plus 

bas lorsque que nous avons testé la construction pcDNA3-YFP-GASP-1 avec moins de 1% de 

cellules transfectées. 

 En conclusion, bien que nous ayons identifié de très bonnes conditions de transfection 

pour les CML à l’aide du contrôle positif du kit de transfection, elles ne sont toutes fois pas 

adaptées à la transfection de plasmides permettant l’expression de protéines plus grosses et 

plus complexes. En particulier, la construction permettant l’expression de la protéine GASP-1 

(1395 aa) fusionnée à la YFP (env 300 aa) semble particulièrement difficile à transfecter de 

manière efficace et compatible avec les mesures biochimiques envisagées par la suite. 
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A                              pmaxGFP 

B                  pcDNA3-14-3-3 beta-mYFP                              

C                      pcDNA3 YFP-GASP1  

 

Figure 45: Cellules CML transfectées avec les plasmides pmaxGFP, pcDNA3-14-3-3-

mYFP et pcDNA3-YFP-GASP-1. 

Les CML ont été transfectée par les vecteurs pmaxGFP (A), pcDNA3-14-3-3-mYFP (B) et pcDNA3-YFP-

GASP-1 (C) à l’aide du Nucleofector 4D selon le protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes. Le même 

puits a été photographié en contraste de phase pour visualiser les cellules  (panels de gauche) et en fluorescence 

pour visualiser la GFP ou la YFP (panels de droite). 
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IV.B.6. Conclusion et discussion de la partie sur la mise au point du système cellulaire. 

 
Dans cette partie du travail, nous avons voulu mettre en place un système cellulaire 

qui nous permettrait d’analyser le rôle de la protéine GASP1 dans l’activation prolongée des 

récepteurs bêta-2 adrénergiques. Pour ce faire, nous avons utilisé des cellules du muscle lisse 

bronchique humain qui sont considérées comme le site d’action principal pour l’effet 

bronchodilatateur des agonistes bêta2-adrénergiques. Dans un premier temps, nous avons 

montré que GASP-1 et le récepteur B2-AR sont bien exprimés dans ces cellules. Nous avons 

ensuite montré que le récepteur B2-AR est fonctionnel bien que nous n’ayons pas pu 

visualiser la stimulation de la voie des MAP kinase par le formotérol dans ces cellules.  

Nous avons ensuite, tenter de reproduire les observations récentes réalisées par Yang 

et collaborateurs (Yang et al., 2011) montrant que dans les CML, la stimulation prolongée 

avec un agoniste bêta-adrénergique induit une potentialisation de la réponse calcique associée 

à la stimulation des récepteurs couplés à la protéine Gq dans ces cellules. L’objectif étant 

d’étudier l’implication de GASP-1 dans ce phénomène. Nous n’avons malheureusement pas 

pu reproduire ces observations. Ce résultat négatif pourrait être du à des problèmes techniques 

ou au fait que nous ayons utilisé des cellules provenant d’un seul patient qui pourraient ne pas 

présenter ce phénomène. Par ailleurs, il n’est pas exclu que le développement de cette 

sensibilisation aux agonistes de RCPG couplés à Gq nécessite, pour se développer de manière 

robuste, la présence d’autres partenaires cellulaires qui ne sont pas présents dans les cultures 

de CML.  

Enfin, en parallèle ce ces expériences, nous avons tenter de valider une technique de 

transfection transitoire qui permettrait de surexprimer GASP-1 ou des sh-RNA permettant de 

bloquer son expression endogène. La technique que nous avons abordée, qui regroupe une 

combinaison d’électroporation et de transfection chimique, s’est avérée très efficace pour la 

transfection des CML avec un plasmide contrôle exprimant la GFP, mais presque 

complètement inefficace pour la transfection d’une construction permettant l’expression de 

GASP-1 fusionné à la YFP. Ce résultat est vraisemblablement lié au fait qu’à la fois le 

plasmide d’expression que nous avons utilisé et la protéine GASP-1 fusionné à la YFP 

présentent des tailles nettement supérieures au vecteur permettant l’expression de la GFP 

fourni par le fabriquant du kit de transfection. Une alternative pourrait-être d’utiliser un 

vecteur viral. Ce type de vecteur s’est avéré très efficace dans de nombreuses situations. Par 

exemple, Yang et collaborateurs (Yang et al., 2011) ont utilisé un vecteur lentiviral pour 

exprimer de manière efficace la protéine RGS5 dans les CML. 
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IV.C. Conclusion générale 

 

 Au cours de ce travail, nous avons pu mettre au point un modèle chez la souris 

permettant de visualiser les conséquences négatives à long terme d’un traitement chronique 

avec un agoniste bêta2-adrénergique, le formotérol, couramment utilisé en clinique. A l’aide 

de ce modèle, nous avons montré que la protéine GASP-1, qui interagit avec le récepteur B2-

AR mais dont la fonction est encore mal connue, est essentielle pour la mise en place de ces 

adaptations et notamment le développement de l’hyperréactivité bronchique induite par le 

formotérol et de la tolérance à l’effet bronchodilatateur de ce composé. Nos tentatives pour 

visualiser ces phénomènes dans des systèmes moins complexes (trachée isolée, cellules de 

muscle lisse bronchique en culture) se sont malheureusement révélées infructueuses. 

Néanmoins, ce travail nous a conduit à développer un second projet (réalisé par un autre 

étudiant en thèse du laboratoire) qui nous a permis d’identifier des petites molécules capables 

de bloquer l’interaction entre le récepteur B2-AR et GASP-1. Ces molécules sont en cours de 

validation et pourront être testées dans notre modèle d’hyperréactivité bronchique induite par 

le formotérol. A terme, l’utilisation de tels composés en association avec les agonistes bêta2-

adrénergiques pourrait permettre d’améliorer la prise en charge de l’asthme en limitant le 

développement des effets secondaires indésirables associées aux traitements chroniques avec 

les LABA. Les résultats présentés dans ce manuscrit, associés aux résultats obtenus avec les 

petites molécules en développement, feront l’objet d’un dépôt de brevet en association avec la 

Société d’Aide au Transfert de Technologies (SATT) de Strasbourg.  
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 Implication de GASP-1 dans la 

modulation de l’activité des agonistes 
du récepteur bêta-2 adrénergique dans 

la fonction respiratoire 

 

 

 
 

Résumé 
 
GASP1 modulerait le trafic intracellulaire des RCPG après endocytose provoquée par les 
ligands. Au cours de ce travail nous nous sommes focalisés sur l’interaction de GASP-1 
avec le récepteur beta2-adrénergique (B2AR) et ses conséquences fonctionnelles. Les 
agonistes du récepteur B2AR sont des bronchodilatateurs puissants utilisés dans le 
traitement de l’asthme.Avec le Dr N. Frossard, nous avonsmontré qu'un traitement 
chronique avec un agoniste B2ARinduit le développement d'une hyper-réactivitée 
bronchique chez les souris sauvages mais pas chez lesKO GASP1. Ce phénotypen’est pas 
relié à une différence dans la dégradation du récepteur B2AR entre lessouris sauvageset 
KO GASP-1 mais est corrélé avec une augmentation du niveau de collagène dans les 
poumons des souris sauvages. Nos résultats indiquent que GASP1 joue un rôle important 
dans ce phénomène adaptatifqui serait relié à un remaniement des tissus bronchiques 
dépendant de cette protéine. 
Mots-clés: GPCR; GASP1; Récepteur bêta-2 adrénergique; Asthme 
 

Résumé en anglais 
 
GASP1 have been shown to modulate the postendocytic sorting of different GPCRs.In 
order to better understand the role of GASP1 in regulating the activity and intracellular 
trafficking of GPCRs, we have focused our project on the functional consequencesof the 
interaction betweenGASP1 and beta2-adrenergic receptor (B2AR). B2AR agonists are 
potent bronchodilators used in the treatment of asthma. With Dr. N. Frossard, we have 
shown that a chronic treatment with a B2AR agonist induces the development of bronchial 
hyperresponsiveness in wild-type but not in KO GASP1 mice. Furthermore, we have 
shown that this phenotype is not related to a difference of B2AR receptor degradation 
between wild-type and KO animals but correlates with an increase in collagen levels in the 
lungs of wild-type mice that is not observed in GASP1KO animals. Altogether, our data 
suggest that GASP1 is critically involved in these adaptations, which could be related to a 
GASP1-dependent modification of lung tissues. 
Keywords: GPCR; GASP1; Beta2-adrenergic receptor; Asthma 
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