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RESUME

Caractérisation de variants du récepteur des cystéinyl leucotrienes de type 1, CyskT
G300S et CysLT-1206S
Par
Louiza Yaddaden
Programmal 6 | mmunol ogi e

Mémoire présenta la Faulté de médecine et des sciences de lasantéeenvie | 6 obt e n't
du dipléme deamatre és sciences (M.Sc.) anmunologie Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les cystéinylleucdrienes (cysLTs) sont des médiateurs lipidiquesipilammatoires
impliqués dans l'asthme, liant trois récepteurs couplés aux protéi@sGr, CysLT, et
GPR99. Des polymorphismes de deux de ces récep@ysisTi-G300S eCysLT»-M201V,
ont été forteme t associ ®s ° |l 6at opi e, une pr ®di s
polymorphismeCysLT:- 206 S nodéy est pas significative
précédemment que le variant CystNI201V avait une signalisation diminudeobjectif du
projet était tBtudier la signalisation cellulaire degriants CysLT-G300S et CysLT1206S,
ainsi que | 6i nt e (-G300Saveale récepte@yalLil>iMaoil. Cy s L T

La lignée cellulaire HEK293a été transfectée avec les ABasmidiques codant pour
desrécegur s de type sauvage et mut ants. Lbébexp
veri fi ®e par cytom®trie en flux. La product
des pr omot-& uets -itBant Bt@rhdkurées par essall lBt essaiuciférase,
respectivement, en réponse au LT&® LTCs. Ensuite, la phosphorylation de principaux
effecteurs de signalisation (AR, p65, p38etd un) suite ~ | 6activati
le LTDa, a ®t® ®valu®e par i mmu tekadiianveatre deda g e We
récepteurs a été étudiée par des expériences de BRET (Bioluminescence Resonance Energy
Transfer) et Bi FC (Bi molecul ar Fl uorescent
type fonctionnel en cexpression.

Léexpr es s i o0 nrécdpteursnutaritsaet de typkesauvage est équivalente. Le
variant CysLTi-G300S i ndui t une pl us forte produc
transactivati on -%etde I'lplB qumie téeepteue typk sauvagdle L
plus, la phosphorylation derkl/2 est égalemet augment ®e Eawvariahtdact i v
Par contre, le récepteur Cysi-IP06S ne montre pas de différence significative dans sa
transduction de signal. La @xpression des récepteurs Cysi@300S et CysLFM201V
ndéaff ect exprgssion delserface, mais résulte en une faible transactivation du
promot ewr ede ulnéel Ipr oducti on r LELiNjldsgceptdulsP s e n

ont | a capacit® doéinteragir et de di m®ri ser
En conclusion, ces résultats suggepr le varian€ysLT1-G300S induit une plus forte

réponse que le réceptade type sauvage Cependant, bien qudil pui

avec le variant CyslbFlM2 0 1V, ce dernier domine | a r®por

exprimé avec le variant Gl T:-G300S.
Mots clés: Cystéinytleucotriéene, variant, atopie, CysLT signalisation, CysL3;
interaction.
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| NTRODUCTION

L6i nfl ammati on e sitnéed®sisiemairamupitaine & Unaagmes®ipno n s e
extérieure. Les principaux symptébmds®c r i t s depui s | 6lachdleugqui t ®,
I'enflure la douleur, etla perie fonctionnelle(Rather 1971) Ces symptdomes impliquent
principalementdes cellules sanguines, les leucocytes, au niveau du tissu endommageé
essayantdd ®1 | mbagretsspru®parer | e r et oulRoystonl 6 ®t at
1999)

Ces leucocytes participent ainsi ailnf I ammat i on apr s avoir
spécifiques. En effet, les cellules endommagées relachent des molécules appelées médiateurs
pro-inflammatoires, responsables du bon déroulement des différentes phases de
| 6i nf | aphmses vasculaire et cddlire. La phase vasculaire est caractérisée
principalement par une vasodilatation, une relache des médiatetirslgmumatoires et
chimiotactiques qui vont mener ~ | a seconde phase,

éliminer lecorps étranger er e n (Kanttinereet al. 1989)

Il existe plusieurs classes de moléculesipfltammatoires impliquées. Elles représentent

| 6une des principales cibles comme voies t

el |l es, on di stingue |l es ami nes (hi st ami ne
(prostaglandi nes, mdéues turcompleérest, les Ryokie3, les | e s
chimiokines, et | €Gryglemski ®8L1)Nokesétudk candem® s o n

médiateurs lipidiquesur lesquelsious allongloncnous concentrer

1. Les médiateurs lipidiques

Les médiateurs lipidiques sont une famille de molécules de sigmatisntercellulaire,
i mpliqgu®es dans | e syst me immunitaire et |
entre autres, des roles dans la régulation de la prolifération et difédrem cellulaires, mais
plus particul i r e mkesrépondes immunitabéBanaméswarametali on e
2007)



lIs sont synthétisés, de nowam réponse a un stimulwspartir des glycérophospholipides
de la membrane nucléaire, grace a une phospholipase B i ¢ existg pludigurs classes
déi soformes de cette en zipdaEndineyCad)p,l acsade Htu el,
phospholipasé, cytoplasmique, cPLAJ, esuli 6 e n z y oeela forina&on des
eicosanoides, lipides a 20 carboifekirakami and Kudo 2002Elle est induite par des
concentrations micromolaires de calcium et par phosphorylation de sérines par des

MAPKi nases, c e g uiuliemesteren positiogith desl phasphylipides d

membr anaires et "’ | a f or ma gue dulysodPARF (Scdita c i d e
Bryant, and Bidgood 1999)Ce dernier étant un lyguzhospholipide cytotoxique, il est
rapidement métabolisé par une acétyl ans f ®r as e, menant au PAF,
pl aquettaire. Comme son nom | éindique, | e P
perméabilitetv ascul ai r e, mai s aussi | <100, et I’activation s e d e

des monocytes et des PMN (polymorphonucléa{#&g)merman et al. 2002)

Léaci de ar achi gva étre kg substrat detifientes erizymlesy éhacune
conduisant spécifiguement a une famille de médiateurs. Les-l@dkygénases insérent
une mol ®cul e dbéoxyg ne aux positions 12 et
lipoxines et les résolvines, des molécules ptanti-inflammatoiresrespectivemer{Serhan
2002) Les cycleoxygénases 1 et 2onstitutive et inductiblagespectivement, insérent deux
mol ®cul es dbéoxyg ne dans Ige etnfarheRtcainsdes de |
endopéoxydes menant a la formation des différentes prostaglandirdestbtomboxang
dépendamment du type cellulgingar des prostaglandines synthases. eEatntres, les
prostaglandineB, E, |2 et le thromboxan€T XA ), qui sont principalemergssociées a la
douleur, fievre, perméabilité vasculaire et agrégation plaguef@mestie and Henderson
2002) Pour finir, la voie de la #ipoxygénase(5-LO), avec | 6ai de de
d o ®c haf au dRve dipoxiFgenade acfivating protgidocalisée a la membrane
p®r i nucl aire, va conduire 7 |l a formati on
découverte abz les leucocytes et possédant 3 doubles liai@ogyeat and Samuelsson
1979; Calabrese etal.2000) La FLAP est esselldeedrdoerdlé | 6 ac
dans | a pr®sent at i arettalderniérededla stirdudatioa dedacgéadtiaho n i q
enzymatique par | a tLOdwuncgtdsa ceestaimembradeenucleaire nz y n
(Cowburn, Holgate, and Sampson 1999s leucotriénes sont subdivisés enwx , ddune
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part, le dihydroxyleucotriene B (LTBs; (5S,12R)dihydroxy6,14cis-8,10-trans
eicosatetraenoic acjd, et d 6 apeqdtideleucotrianes, lesl cgstiniducotriénes
(cysLTs) LTCs, LTDs et LTE: ((5Shydroxy6R)-glutathionyt7,9trans11,14-cis-
eicosatetraenoic acid, (5ydroxy, 6R)-cysteinylglycy7,9-trans-11,14cis-
eicosatetraenoic acid et (88droxy, 6R)cysteinyi7,9trans-11,14cis-eicosatetraenoic

acid) (Nicosia, Capra, and Rovati 2001)

Le LTBs a principalement un role chimioattractant desutrophiles au site
inflammatoire, mais il seraitégalementi mpl i qu® dans | 6adh®si o
| 6endot h®l i um vascul amonecytes tet desallnles TlettNKc t | v a't
(Gaudreault, Stankova, and IRd®leszczynski 2005; Stankova, Gagnon, and -Rola
Pleszczynski 1992; Stankova and RBlaszczynski 1992; Yokomizo 201%puant aux
cysLTs plusieurs réles leur sont attribués, entre autres la bronchoconst(®aomelsson
et al. 1980)et l'activation des monocytes/macrophages, et des lycypds T et B
(Lamoureux, Stanka, and Role&Pleszczynski 2006; Poulin et al. 2011; Thompson et al.

2006)

noyau
Membrane
nucléaire
Glycéro-Phospholipides
cPLA Acétyl
2 \’ LYSO‘PAF transférase PAF
Voie des12/15—
Lipoxygénase Acide
arachidonique
Voie de la 5- Voie des
lipoxygénas Cyclo-oxygénases
(COX-1etCOX-2)
Lipoxines
3 i o Prostaglandines
Résolvines Leucotrienes g
Thromboxanes

Figure 1. Cascade de l'acide arachidonique.
Léacide arachidonique est | e pr®curseur de
autresles laucotrieénes.

10
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2. Les cystéinytleucotriénes

Un intérét particulier est porté aux cysLT«u leur grande implication dans les
mécanismes physiopathologiques de plusieurs majaltied 6 ast hme et | a r hir
(Haeggstrom and Wetterholm 2002)

2.1Synthése et métabolisme

La 5l i poxyg®nase, | 6enzyme responsabl e de
consécutivement © partir de | O-bRETH &hydroparoxgoitrane ni q u e,
8,11,14cis-eicosatetraenoic ad) , par | 6i ncorporation doéun

leucotriene LTAs (5,6transoxido-7,9trans11,14cis-eicosatetraenoic acjd  par
déshydratation, dans les cellules myéloides. Pour une activité maximaleQlaefuierta

la fois du calcium etd®®IATP pour agir sur | 6dacide arachi
hyperoxydes et la phosphatidylcholif@/enzel 1997) A partir du LTA nouvellement

produit, la LTAs hydrolase produira le LTB alors gie la LTG synthase produira le LTC

par i ncorporation déun gr oupsestexpbrté gid unt at hi
transporteur au niveau e X tgluanmyktranspeptidaseree , I

dipeptidase, méneront au LTPuis au LTk (Sala, Folco, and Murphy 2010)

Ces trois derniers forment liasse des cysLTeaommes ainsi par la présence de cystéine
dans leurs structures chimiques. lIs furent, au moment de leur découverte dans les années 70,
associés ensemble au méme poms ®, |l a substance -A(slowt e d o6 a
reacting substance of anaphylaxisesponsable de la contraction de cellules musculaires
lisses(Brocklehurst 1970) 1 | sO0est av®r @TsgAbsand Yoshinal@ i s s a i
2004)

Ceuxci sont produits par la plupart des cellules inflammatoires présentes ou recrutées
dans les voies respirates telles que les éosinophiles, les basophiles, les mastocytes et les

macrophages alvéolairédicosia, Capra, and Rovati 2001)

Certaines cellules ne possédant pas la machinerie néceéskaipeoduction du LTA
profitent de | 6envi r aorelesdencetmenesce b est al eem@ba
transcellulaire. Le LTA produit par les neutrophiles va étre transféré aux cellules

endothéliales et plaquettes voisines ou une glutatinamsférase microsomale (MGTII

11
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microsomal glutathione transferasg lamener a la formation du LT«CSubséquament,
le LTD4 et LTEs seront produits grace aux peptidasgtracellulaireFolco and Murphy
2006) De ce fait, les cellules endothéliales et les plaguettes ont égalenvapialtzté de

produire leysLTset ainsi participer a la réaction inflammatoire.

En ce qui ¢ onc ecysLEsleur@akabdlisme peat seifarende difiérentes
manieres, en plus de la conversion du L€Cdu LTDien LTE.. Au niveau extracellaire,
des myéloperoxydasedépendantes dél2O; et chlorures forment des sulfoxydes de
leucotrienes. Au niveau intracellulaire, BsLTss o n-hydraxylés, comme le LTB puis
c ar b o x yoky@és. Peut finif) le LTEsubit une Nacétylation, et les dérivés produits
sont retr ou(e&plerdtaln892)l 6ur i ne

Acide
arachidonique

5 —Lipoxygénasel

5-HPETE

5 -Lipoxygenase
Cystéinyl-Leucotriénes
LIE,

Hw/ ﬂ ynthase
glutamyl d|pept|dase

transpeptldase

COOH

Figure 2. Synthése des cystéimjeucotrienes.
La5l i poxyg®n a s-eé adassynthésé deslaugotriénes.

12
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2.2Implication en physiopathologie

2.2.1. Asthme, rhinite allergique et atopie
Loast hme est | 6une des mal adi ede23bmilBopsi r at o
de personnes atteintes dans le mo(&HO 2013) Douze pour cende population

canadienne adulte serait atteinte contre 8% des elifsedtsthCanada 2009)

Cbest une pathol ogi ees vored respiratoi@ed, déclenehéemérr o n i
| 6exposition ° certains allerg nes ou des i
a une hyperréactivité des voies respiratoires et une difficulté a respirer (AitRay
Hypersensibility Responsivenggblalayko and Amrani 2003)Les caractéristiques de la
phase aig¢e de | 0 acorsthaion, useocersudatiannde pldsmap ane h o
hypergcrétion de mucus, suivie d'un remodelage des structures brah@daires a plus
long termeg(Fahy, Corry, and Boushey 200Qg pathologie est un désordre immun de type
Th2 caract®ris® par | 6installationTheldeune i n
CD4+, des mastocgs et des éosinophilgslamid et al. 2003) Ce d®sor dr e n{
réversible, la thérapie se basant donc sur la réduction de la phase aiglie et la prévention de la

chronicité.

Il a été démontré que les cysLjmiaient un grand rbéle dans la physiopathologie de
| 6ast hme. PO deiadi eeritusl Efficients qgue | 6h
constriction. I'l's seraient i mpliqu®s dans
formati on dofi1 d éosmnophilesehypensécrétionede mucus et prolifération

cellulaire(James, Pare, and Hogg 1989)

Quant a la rhinite allergiqud, e s principaux sympt!l!mes soil
rhinorrhée et démangeaisons nasales suite a une exposition a des allergénes. Plusieurs
cellules impliguées dans la physiopathologie de la rhinite allergique produisent des cysLTs
(Figueroa et al. 2003En effet,une augmentation de la production de LEELTE: a été

observéehez des patients exposés a des allerg@retersGolden and Henderson 2005)

Comme thérapie, deanttleucotriénes sont utilisés comme traitement de troisieme ligne

apr s | es cor t{agorosses. ®m disfindue princgpdlemene deux pracessus

13
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|l 6i nhibition de | a synth se des | dQebtri n
| atagonisme des récepteurs des cysLTs comme le Montelukast. Ces traitements ont prouve
l eur efficacit® en clini qu@detrabhretalr ¥86) 6 ast h me

Les allergies, les infections et les substances irritantes sont parmi les facteurs de risque

du d®vel oppemeeatpldes |idrapdrhtment Lest | 6at opi e
génétique a développer des allergies, plus précisément, une tendancera pduandes
guantit®s dobél gE e (bears@mlol®E)e Laax oplileergtnd®Dr @
étre asymptomatique. De ce fait, une personne allergique esjueppiais une personne
atopique noest pas forc®ment all ergique. L
|l 6i nstall ation de | 6®t at allergique. Les pr
| 6ast hme all ergi que, nhatite atopiquefGustowic, hakid, andg i g u e
Simpson 2013)

2.2.2. Autres pathologies

Les cysLTssont également impliqués dans plusieurs autres pathologies, autres que
| 6ast hme et | a rhinite aelatopquegduicest ene pathaogie pat i
inflammatoire chronique de la peau, ont vu leurs symptdmes réduits suite a un traitement aux
antileucotrienes. Des niveaux élevés de LTiEnaire ont été observés chez ces patients
avant le traitemer(Fauler et al. 1993)

Au niveas du systeme cardigasculaire, les cysLTs sont trées impliqués
physiologiquement, principalement dans la constriction des maisseaux, la perméabilité
augmentée des veinules posapillaires, le flux sanguin et la contractilité myocardique
réduits, etceci sans aucun effet sur le rythme cardiayigorito et al. 1997)A ce niveau,
les cysLTs sont produits par les cellules endothéliales par un métabolisme transcellulaire.
Des niveaux augmentés de LiT@nt été apportés chez des patients avec un infarctus du
myocarde, angine instable ou des maladies coronarié@aesy et al. 1992; Allen et al.
1993)

Quantau systeme nerveux cenirids cysLTs y sont également présefsuxci sont
détectés dans leuide céphaleac hi di en | ors doéi sch®mi es ¢ ®r «

rtl e dans cette pathologi e, caract®ri s®e p
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nitrique (NO), de r adi c a wbaunprobessasinflaanmataré aci d

et a une neurtoxicité (Love 1999)

En ce qui concerne le cancer, des études ont montré que lerédudait la survie et la
prolifération de cellules cancéreuses de cfdassoumi et al. 2003par ailleurs, le LT
transactive le PDGFR (pateletderived growth factor receptpdans les cellules mésangiales
(McMahon et al. 20028t induit la prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires
via | a tr ans aepdeimal growthdactor ceéeptfieFlarger{érationaddérives
racti f s (Ravasilettab2006)) n e

Au niveau dbéautres pathol ogisexerétérdst@ anu g me nt :
phénomene suggérant uderour les cysLTs, bien que cekhiine soit pas encore clair et
élucidé. On peut citer, comme exemple, la cystite intersti{iBdechelouche et al. 20Q1)
la fibrose hépatique et la cirrho@éemura et al. 2002)a fibrose kystiquéSampson et al.
1990)et la bronchopneumopathie chronique obstructive (COPD; chronic obstructive
pulmonary diseaséMontuschi et al. 2003)

3. Les Récepteurdescystéinytleucotrienes: CysLTi et CysLT2

LescysLTsengendrent leurs différents effets physiologiques et physiopathologiques, via
| 6activation des r®cepteurs cellulaires sit
trois récepteurdescysLTsont été caractériséses réceptens CysLT, CysLT, et GPR99.
Jusqud”™ tout r®cemment , i GysLh 6t Cyslawgai Etaientq u e | €
connus. La classification se basait sur la sensibilité aux antagonistes dits classames, tel
le Montelukast. Le récepte@ysLT: estsensible au Montelukast, alors queQgsLT> ne
| 6 e s(Evans 2082)

Les récepteurs Cysliet CysLT, ont été beaucoup étudiés, principalement le récepteur
CysLTs, étant le récepteur princiggthentresponsable des effets dgsLTsdans les voies
aériennes. Il est donc la cildeplusieurs antagonistes utilisés dans le traitement des maladies
tell es g uAharohyd 1993} e mezepteur GPRY récepteurdu LTE4, a été
caractérisé en 2018, de ce fait, trés peu de choses sont connues quant a son affinité ou sa
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signalisation cellulairéBack et al. 2014) Ldaccent sera dotews pl us
CysLT. etCysLTo.

3.1Structure

Les récepteurs Cysliet CysLT, sont des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR).
Ces récepteurs étaieahciennement, les récepteurs GPCR orphelins HG55 et HG57, qui ont
été par la suite caractérisés en tant que régegutes cysLTgLynch et al. 1999; Heise et al.
2000)

Ce sont donc des récepteurs a sept domaines transmembranaires, avec deux-queues, C
terminale intracellulaire et f&rminale extracellulaire. lls appartienbénla classe A des
GPCR, telle que la rhodopsine, partageant aesainesaractéristiques de cette famille, en
termes de structure. Des modifications gostluctionnelles des récepteurs servent a la
r®gul ati on ®tr oi t,¢ellesigee la gyasylationvet & osphergatiod P C R
Les récepteurs possédent quatre sites potentiels de glycosylatiogcepteur CysLiTen
possédeun sur la queue ferminale, deux sur la"® boucle et un sur la®3® boucle
extracellulairesLe récepteur CyslLiaden possede trois sur la queugdsiminale et un sur la
2"%epoucle extracellulairéLynch et al. 1999; Heise et al. 200Quant a la phosphorylation,
celleciaunrbledans a d®s ensi bi | i ®rededréceptelestGPGRatekret er n a |
al. 2012) Les récepteur€ysLT: et CysLT, possedentégakmentdes sites potentiels de
phosphorylation pour ldsnasesPKA et PKC.Le récepteur CysLiTenpossédeur les 2¢
et 3™ bouclesintracellulaires, ainsi que sur la queudeBminale. Alors quéde récepteur
CysLT. en posédesur les £ 2% et 3™ pouclesintracellulaires en plus de lgueue G
terminale(Lynch et al. 1999; Heise et al. 2000)

Bien qudils I|ient | es mCysleTset AysL T pantabent |l es
seul ement 38 % tdraldh Bamaohtre,gés eééceptéurs wrt été bien conservés
durant | 6®volution, a v e-sourB(Figuerda et/ad 2a01dHeiseo mo | o
et al. 2000) La majorité des GPCRant des lipidessont relativerent petits en taille, de 300
a 400 acides aminés. En effet, le récep@yslT: est formé de 337 acides aminés pour une
protéine de 38Ra, et le réceptelysLT, de 346 acides aminésyr un poids moléculaire
de 58 a. Les genes codant pour les récemteDysLTi et CysLT, sont situés sur les

chromosomes X et 13, aux locus Xed3l et 13qldrespectivemenichez 'hommeCela
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suggere un@ossibledifférence entre leeommes et les femmeg®ur le récepteur CyslT
(Saau et al. 1999; Takasaki et al. 2000)

CyslLT,

CyslT,

Figure 3. Structure schématique des récepteurs Cyslilet CysLTo>.
Structure en acide aminés des récept€yst T; (337aa)et CysLT> (346a9 avec les sites
de glycosylation potentiel§linspiré de(Heise et al. 2000)
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3.2Expression et régulation

Les différents effets attribuables aux cysLTsleigcepteur CysLTsort dépendarstde
lalocalisationDes analyses par buvardage Northern montrent umessipn dans différents
organes le poumon, la rate, le pancréas, le placenta, la prostate et le petit ifhtgstin et
al. 1999; Sarau et al. 1999) Au ni veau du poumon, | 6organe
récepteur CysLT se retrouve dans les cellules musculaires lisses bronchiques et les
macrophages alvéolair@sigueroa et al. 2001).es cellules sanguines circulantes expriment
également le récepteur Cysid leursurface, telles que les éosinophiles, les basophiles, les
monocytes, les mastocytes, les lymphocytesleB lymphocytes T pfincipalement les
cellules Th2 et les cellules précurseurs CD3#igueroa et al. 2001; Mer et al. 2001;
Lamoureux, Stankova, and Rdbdeszczynski 2006; Thivierge et al. 2015; Parmentier et al.
2012) Le récepteur CysLiest aussi retrouve au niveau des cellules endothéliales de la veine
de cordorombilical humain HUVECQC) (Sjostrom et al. 2001)

Quant au récepteur Cysb,T des exp®riences dbébhybridati ol
Ci est retrouv® au niveau des cellules de P
glande surrénal@eise et al. 2000)Il a également été retrouvé au niveau du cerveau, du
placenta de la rate et du poumaofTakasaki et al. 2000)Au niveau du poumon, il est
fortement exprimé pates macrophages interstitiels et plus faiblement par les cellules
musculaires lisse@Nothacker et al. 2000).es leucocytes expriment également le récepteur
CysLT,, dans une plus grande proportion par les éosilesplet les monocytes, mais
également par les mastocyt@dellor et al. 2003) Tout comme le récepteur Cysi, Tle
récepteur CyslLIest également exprimé par les cellt$VEC (Sjostrom et al. 2003)

D6éun autre c¢c!t®, ~ ce jour | es quedezjues ®
cysLTsont montré que ce récepteur est retrouvé dans le rein et le plAdéiabergeret

al. 2002) etdansles éosinophilesn circulation(Steinke et al. 2014)

Dans un environnement inflammatoire cytokinique, les deux récepteurs CgsLT
CysLT2 voient leur expression basale modulée par diftésamolécules dépendamment du
type cellul aire. En ef f epeutétrd régaléem fa basisse sous d u
| 6effet de cyt oki ne sbcHeeledcgllples éokihophiliquésédd | e s (gt
(Thivierge et al. 2000) ai nsi-4 e tel3llad hilkau des monocytes et des
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macrophagesgThivierge, Stankova, and ReRleszczynski 2001) Lo ex pr essi on de
chez les lymphocytes B et T est aussimegn t ® e -4gEanry etlald 20Q7; Parmentier et

al. 2012; Lamoureux, Stankova, and RBlaszczynski 2006)Cette derniére jouerait son

réle de régulateur via STA®, qui se lie a une région proximale du proeustdu géne du
récepteurCysLT: (Woszczek et al. 2005) Le rtil8 daeanso6l Baugment
| 6expressi on dagtéégalenent tagparte da@sydsslfibroblastes pulmonaires

(Chibana et al. 2003t chez les éosinophil¢garly et al. 2007)Au niveau des cellules

muscul aires | i si8eaksméimaqaelecTlh quiesduil ®éhmt | daug
| 6expr es s iiqEspindsa et @y 2203 a été aussi documenté, que chez les

HUVEC, | 6expressiagastdumo ®Rele®e e u-i If@onwidetls se p
al.2001) Bien qudil soit cosamd | @onurat-oti aer, an®d I d
rtle de r®gul ation ° |l a haucshez lesdmeyocyte® e X p r €

pulmonairefAmrani et al. 2001)

Pour ce qui st de la régulation a la baisse, des données indiquetd §B&,un agoniste
du récepteur TLR4Tll-Like 4 di mi nuerait | 6explorededai on du
maturation des cellules dendritiques dérivées des monddytiegerge, Stankova, and Rela
Pleszczynski 2006)e Zymosan, un agoniste du récepteur TLRAll(Like 2, produit le
m° me ef f et , av e clOeétdelapmdtaglandirne PEHhivierge, Standava,
and RolaPleszczynski 2009)

Léoexpressi on duestrégaiemepttnodulee ala sausSe par plusieurs
cytokines. Au niveau des monocytes, ®0Si noy
récepteur CysLT est modulée a la hausse pab-4 L e t -0 Edrly EtN. 2007; Fuijii,

Tanaka, and Abe 2005) En pl us de c e s4indut pne augneeptatibonudé ai r e
| 6expr es s paner lesimastacyes et TB&UVEC (Mellor et al. 2003; Lotzer et al.

2003) Il a aussi -®t®ndhonsa®tqueel é6kpNessi on a
endothélialegWoszczek et al. 2007)Au niveau des monocytes, elraugmentation de

| 6 ex pr es s i:esnobsgruée sligesaluie stimulation au L, TD " -4 @t k13 | 61 L
(Shirasakietal. 2007) Ce dernier, joue un rlle dans | a

chez les ésinophiles égalemerfEarly et al. 2007)De plus, chez les cellules dendritiques
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des

monocytes,

(Thivierge, Stankova, and ReRleszczynski 2006)

20

| 6expression

serai-t

Le récepteur CysLiavoit son expression régulée a la baisse, tout comme le récepteur

CysLTi. En effet, chez ledUVEC, les cytokines TNRJ

du récepteur, au méme titragjle LPSSjostrom et al. 2003)

Tableaul. R®g ul ati on

de

| 6expr esesGysiTe. des

eibl Eont di mi

Récepteur CysLT Récepteur CysLT
Cytokines/| - o1 les cibles | SYOKINe® | ~oules cibles
agonistes agonistes
Monocytes,
macrophages, Monocytes,
éosinophiles, éosinophiles,
IL-13 fibroblastes IL-4 mastocytes,
pulmonaires, cellules lymphocytes B et T,
musculaires lisses HUVEC
bronchiques (CMLB)
Hausse Monocytes, ,Mo.nocyt.es’
eosinophiles,
(+) IL-4 macrophages, IFN-2 ivmoh BetT
lymphocytes B et T ymphocytes ,e_t '
cellules endothéliales
IL-5 C,eIIu_Ies HI__-60 IL-13 !\/Io_nocyt_es,
(éosinophiles) eosinophiles
IFN-2 CMLB LTD4 Monocytes
TGFb CMLB
LPS CDDM
IL-1 b HUVEC
Cellules dendritiques IL-1 b HUVEC
Baisse LPS dérivées denonocytes Z
) (CDDM) TNF-U HUVEC
Zymosan CDDM LPS HUVEC

3.3Agonistes et antagonistes

nuer I

r ®c e

LescysLTs(LTC4, LTDset LTEs) sont les ligands des récepte@gsLT; et CysLT,
mais ces derniers ont des affinités différentes pour leurs ligands. é@eaoCysLT: a été
longtemps identifié comme le récepteur du LT@0 a sa haute affinité pour celii Le Kq

(constante de dissociation)dulL7®st de | 6or dr eM)dAlorsquele bT@o | ai r e
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lie plus faiblement le récepte@ysLT: avec un K de 108M. Quant au récepteur Cysp,T

celuici lie de fagon équivalente le LTt le LTC avec un kK de 108M. Ces données ont

été obtenues par des essd@smobilisation decalcium et essais de liaisonmdadifférents

types cellulaireCOS7, HEK-293, tssus pulmonairelLynch et al. 1999; Sarau et al.

1999) Les deux récepteurs lient trés faiblement le 4, Td#& dernieétant le moins puissant

des agonistes, et seulement un agoniste pérabhtetal. 1992) Lo6éor dr e doaf fin
récepteur CysLT estdonc LTDs>LTCs>>LTEs4, et pour le récepteur CyskTest
LTC4=LTD4s>>LTE4(Lynch et al. 1999; Heise et al. 2000)

L6int &veetl odpup edment doant agyslbisestpriagpalament r ®c e p
|l eur effet b®nNn®f i que dans | e traitement de
moyens de traitement exXxi st entlLOdZleutomg, lesles i n
bronchodilatateurs et les corticostéroides, les antagonistes des récepteurs des cysLTs sont
toujoursut i | i s®s en seconde |l igne de traitement,
terme.Les antagonistes mis sur le marcoditdes antagonistes spéqifiesdu récepteur
CysLT;. ll's pr®sentent des avantages comme | a
secondaires. Les principaux antagonistes du récepteur €gslnt les antagonistes dits

classiquesle Montelukast, Pranlukast et Zafirluké&Sapra et al. 2006)

L 6 ef f des antagohiskes a été prouvée par plusieurs études, sans oublier le fait que
|l es antagoni stes ont ®t ® d®vel oppG@ygsLTavant d
En effet, | 6dadmini st rnadedsounsdévélegppantaeseyinmes t es d
asthmatiques r®duit | 6exsudati @eecetab204) a s ma
Par ailleurs, @ Montelukast inhibe la mobilisation de calcium via les nucléotides chez la
lignée cellulaire U937. Ih également été montré une interaction fonctionnelle des deux
antagonistes Montelukast et Pranlukast sur les récepteurs purinergiqu@dagdova et
al. 2005) Le Pranlukast, de méme que le MK7 1 , i n hivatiore detNFaB étdac
produd¢ i o n-6 chézllek cellules & lesmonocytes/macrophages humafichiyama et
al. 2003) Le Pranlukasatténue également la production de TN&t la translocation de NF
aB chez ls monocytes de patients asthmatiques atopiqliemari et al. 2003kt la
pr odu c t-5(Fukushdnd &t bl. 2005)
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Il existe également le BAYu9773, qui est un antagenigin sélectif des récepteurs
CysLT: et CysLT.. ! a ®t ®

CysLT.. Le Cay10633 ou BayCyL.J est un nouvel antagoniste sélectif pour le récepteur

jusqudé”™ tout r®cemment |
CysLT,avec un IGde35nM, maissupérieur a 10000 pour le récepteur CysliTWunder

et al. 2010)

Bien que différents antagonistes inhibent la liaison des cysLTs aux récepteurs ou la
contraction induite par les cysLTs, des effets différents entre les antag@histsgsLT ont
étée reportés: Dans une étude sur le muscle lisse bronchique humain, une puissance égale du
| 6hbad@é bitio
®t le 4T, estlinhibéspamlée h s e
S 0 u $Panktiea et tali 16098)Und autreZ a f i r |

( membranes de

Zafirlukast et Pranl ukast dans

d®montr ®e . Dans | a m° me
Pranlukastma i s
®t ude

amont ® que

i nchang®e

chez | 6humai n

parenchyn
P:gue ke LTIDKiés auréceptey,l a c e
alors que le Zafirlukast déplacait seulement le LTAu vu de ces différentsffets, es

| 6antagoni st e

résultatssuggerent que les antagoniste® une signalisation biaisépar ure probable

di m®ri sat.

des

r®cept eur (Ravasietal. Z00np | i cati o

Tableau 2. Agonistes et antagonistes des récepteurs Cysi dt CysLTo.

Agoniste ECso (en nM) Antagonistes ICs0 (en NM)
Montelukast 3.4
LTD4 0.9 N Pranlukast 5.8
CysLT: LTC4 43 N Zafirlukast 2.3
LTE4 104 N BAY u9773 440 \
Cay10633 >10 000
Montelukast >10000
LTCs 8.9 N Pranlukast >1000
CysLT2 LTD4 4. 4 N Zafirlukast >5000
LTE,4 293 N BAY u9773 300
Cay10633 35
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4. Signalisation cellulaire des récepteurs CysLiet CysLT>

4.1Induction de cytokines

Les cysLTsLTCs et LTDs induisent via leurs récepteurs la production de diverses
cytokines par des mastocytesprév d ui t s4 ,parelll@®IsL bee TNB-Uh et |
(Mellor, Austen, and Boyce 2002)

Les cysLTs induisent également la production de MCRhez la lignée monocytaire
THP-1 préi ndui t e4 (Iphiyama ktéll 2005; Wszczek et al. 2005ginsi que les
monocytes et les macrophages via les voies MAPKinasdsZakJNK, et la voie Nf& B
(Hashimoto et al. 2009)ll a aussi été montré au niveau du méme type cellulaire, que

| 6 matian des récepteurs induit la productionMP-9 (Ichiyama et al. 2007)

Le récepteur CysLilrégule les fonctions des cytokines-1B et éotaxine lors de
| 6®osinophil opopu se et idleed ai ndd-f idu®veamderi altd lo
la moelle osseuse murif@ueto et al. 2010Par ailleurs, le LTpromeut la production de
la neurotoxine dérivée des éosinophiles E@Ns{nophil derivedheurotoxir), ainsique la
rel ©c he d 0 atellesrgeede TGHIt oakii nnsei-4 (@hshiema ét al.12002; Kato
et al. 2005; Bandeirilelo et al. 2002)

De plus, une étude récente a démontré@udDse t -13@&doperent®la ugment at i o
de | a r el ©c-8parlaseelldlesd é@ithéliales pulnonaifBsovost et al. 2012)
Dans un modele asthmatique muiina été montré que les cysLTs activent le facteur de
transcription NFoe B e t seriiamgl la production de RANTESegulated on activation,
normal T cell expressed and secrégtedi niveau de cellules mononuclées pulmonaires
i sol ®es. Ceci m nerait " |l a migration des ®

pounons(Kawano et al. 2003)

Au niveau de | 6 ®plLTCsliPerhgeuam20@aie ménegqueietT™, | e
(Bosse et al. 2@®) induisernt la productionduTG®bB 1 vi a | a voie p38 Kkina
a une prolifération des cellules musculaires lisses. dys&Ts induisent galement la
production de VEGFchez des monocytes humains et des cellules musculaires lisses

bronchiques, via le o&pteur CysLTavec | 61 mpl i cl&tle complexd aPL J NK, E
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et Spl. Cela suggére un réle du récepteur dans le processus angiogénique du remodelage
ti ssul air e(Pallemetsal 2D1d)a st h me

Des donnéeseadnotre laboratoire, chez les lignées cellulaires ¥28R et THP1, ainsi
gue chez des monocytes humai ns, ontyetr ®v ®| €
CysLTy, i ndui t | a8, [aprndpale dytokina imgiguéeldans la chimiotaxie,
via les facteurs APL (activator proteinl) et NFa B(Thompson et al. 2006; Thompson,
Cloutier, et al. 2008)De plus, la preprotéine convertase, furine, est également induite par
leLTDspar | 6act i v atysLh @rhothpsony Meklahgnt eeall 2O0SE

4.2 Activation de récepteurs
Les récepteurs Cysket CysLT, font partie de la grande famille des récepteurs couplés
aux protéines G (GPCR). La liaison des agonistes aux récepteluit un changement

conf ormationnel de ces derniers, ce qui r ®s

Les protéines G sont des complexes hétérotrimériques, compasésdeusu ni t ®s U,

b et o-:unlLa®s &ugposs de un site de liaison p
|l 6activit® GTPasique de | a prot® ne G, ains
familles de sousi ni t ®s U, S u b dmologis Sracturale ét tears enzymes  h

effectrices | es membres de | a famille GU$ACacti ver
alors que | es membr e AC ouactivest la phasphodidstéras&deéia i n h
GMPc ; la famiPee GUgadtli eatiopalde | a phospl
regroupe les protéines activant RB&F(Tesmer 2010),ec o mp |l exe bo est r es
|l a Il ocalisation du complexe ©“ | a membrane p
de | a prot® ne G tel gue ddébassurer un coupl

peut également interagir avec des prwsi effectrices. La protéine G est attachéla
membrane plasmique par des modifications lipidiques aux deux extrémitéstirati@ales

(groupement myristoyl, palmitoyl, farnésyl ou géranylgéra(Btuvier 2001)

€ | 6®t at wmddt® fU, dlealsaops ot ®i ne G est | i ®e
Suite © | d6activation du r®cepteur par | a |i
celurc i i nduit une perte doéaf fetisedissoBie dblasadBDP po

unité, ce qui favorise la liaison avec le GTP intracellulaire, qui entraine la dissociation du
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complexe réceptetprotéine G afin de libérerlesseusn i t ®s U et bo qui i n
effecteurscorrespondants. Par la syite GTP sera hydrolysé en GDP par lasousi t ® U

gr ©ce ° son activit® GTPasi qGlrPaseactivatiag quo-
protein) qui accélerent ce processus, qui permet la reconstitution du complexe récepteur

protéine G(Herrmann et al. 2004)

Dépendamment du type cellulaire, il a été montré que les récepteurs:@ysLysLT,
se couplent aux sousni t ®s GUq/ 11 et GUi, | dune insens
pertussique (PTXyespectivemenEn effet, des essais fonctionnels, tels que des expériences
de mobilisation de calcium au niveau de tissus animaux et de mesure de chimiotaxie sur la
lignée THRL ont montr ® | 06 i-unifé$ de pratdéineso@Parad et al.d¥98;, s ous

Hoshino, Izumi, and Shimizu 1998)

4.3Voies de signalisation impliquées
Suite ~ | 6sausutnivia®@si olh ddeess pr ot ®i nes 16& coupl
CysLT,, des protéines effectrices entrent en jeu et enclenchent diverses cascades de

signalisation.

Chez la lignée épithéliale intestinale Int407, la prolifération cellulaire est induite par
bactivati on de I|1RvivGi,e dVBAPPeKn chaarstee Edek PKCU s
des récepteurs par le LEDUne autre voie de signalisation impliquant la PKC, la petite
protéine G Ras, Rdf et Erkl/2 est également activée vidkpen réponse au 0% (Paruchuri
et al. 2002; Thodeti et al. 200)a méme équipe a également prouvé que leslim@uit la
formation de fibres del2sttla mabifsatignade calcidma ct i v €
impliquant les protéies Gi3 et QL 2, ainsi que PKC U et | a
(Massoumi, Larsson, and Sjolander 2002; Nielsen et al. 20@5)nigration des cellules
épithéliales intestinales, médiée par le LTk produitparcontigar | dacti vati on
PI 3K et | 6i m@Pdruchuraetal. @005)de Rac

Léactivati on de [WL/avialesrécepteMdestySiTa rmesembl& pak
spécifique a la lignée de cellules épithékalet407. En effet, cette voie a été étudiée au
niveau de la lignée monocytaire U937, ou il a été démontré que cette voie était activée avec
| 6i mplication de | a pietlaPLeCétpde tytosnesnkinaséds Ras ,
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dépendante dGa* (Capra et al. 2004Chez la lignée monocytaire THR il a été découvert
| 6i mplicati ogvidldD, amemant®i nel Gacti wbRafi on de
1 (Hoshino, Izumi, and Shimizu 1998)

De plus, le récepteur Cyskinduit un flux de calcium et urghosphorylation de MEK
1 et Erk1/2chez les mastocytes, ce qui méreuw prolifération via la transactation de €
Kit, un récepteur tyrosine kinagilellor, Austen, and Boyce 200 ar ailleurs, la cytokine
IL-4 est n®cessaire pour | 0jsgnthase tespansabledde lal 6 e x
synthése du LTR qui active le récepteur CyskTcouplé a Gl, responsable de la
transactivation de-Kit via la voie MAPKinase Erk/2 (Jiang et al. 2006).e SCF Stem Cell
Factor), agoniste du réceptewidt, agit en synergie avec le LTi@ans la prolifération des
maste yt es, par | 6inducti on du-Fdslktlaxrodugionda | ci ur
MIP-16 (Al-Azzam et al. 2015)

Au niveau des cellules musculaires lisses bronchiques, les Lii@uit aussi la
prod i f ®r ation cellul aire via | a tvésadadifadet i vati
| 6 o x yGgci segroduit via la voie de la PI3Kinase/Ras qui induit la phosphorylation de
la MAPKinase Ert/2 (Ravasi etll. 2006) Le LTDg4, via une protéine G insensible a la PTX,
régule la survie et la prolifération des cellules mésangiales par la transactivation du-PDGFR
b, associ ®e av eSrcetletransactvationtde R@schldahoncteal. 2002)

Tel que cit® pr ®c®demment8 elsbe x prdeusi stieo m ad e
des récepteurs Cysklet CysLT, via la voie NFeB avec | 6i mplicati on
transcription p50 et p65, ainsi que la vbi& PKinaseJNK activant le complexaP-1, formé
des facteurs-dun et eFos(Thompson et al. 2006; Thompson, Cloutier, et al. 20D8)plus,
| 6i mplication des &é€ontrdgdans la signaletioth dulrdcepteldt 2z et
CysL,.dans | 6i nduct i on -8qTéompsore lqutieg st ali 2008)nel e | 6 |

étude plus récente a confirmé ces résultats concernant le récepteus Cysldfu i s-=& nt | 6 |
etceciparbacti vat i ovEgrd@inétal 2014)i e Er k

Des études de signalisation plus spécifiques au récepteur £y31eF le cobayeont
montré que celuci induisait la prolifération cellulaire via la protéin&iGindépendamment

de la mobilisation de calcium suite a une stimulation par lesleT @& LTDx (Ito et al. 2008)
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Cependant, le récepteur Cyslihduit bel et bien un flux de calcium, lorsque couplé a la
protéine @&k chez les HUVEQCarnini et al. 2011)

De plus, il existerait une régulation croisée entre les voies de signalisation du récepteur

CysLTiet | a v aatémineV\Bw €ffetble LT ndui t | 6 e xcaténmesgeii on d e

transloque au noyau 0% elle induit | dactiva
Pl 3K. Elle transl oqgue ®gal emen2 cequiméeami t oc 'l
| 6i nduction de | a pr ol i(Megybavska @tnal. 2006Plusa s ur \
r®cemment , i | eaaté®ine®ndur tatransci@tiog deéycleade GCND1 qui
rdui sent | @EecxapdrheRsr si i naaténed & |&l anembrane plasmique et

augmente lanigration et la prolifération des cellules HCT1(Human colon carcinoma cell
line)y, avec | 6i nhi bi t-3 @SalimdSanedejnakcand Syoland® 20d49 GSK

‘ Rac . ‘( Akt ‘ { Ras ‘

Mekk} \\ .(|K.—B

- 3

ey h‘\_:. S|

\| | p38 Erk lNF-KBI | ND|
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Figure 4. Schémasimplifié des principales voies de signalisation des récepteurs
CysLT1et CysLTo.
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4.4Internalisation et désensibilisation

Les ligands activateurs induisent un changement conformationnel des récepteurs GPCRs
menant a la cascade de signalisation viales pptein G. Cependant, dans |
trop forte activation et des réponses aigues, il existe des mécanismes de régulation négative
des récepteurs appelés la désensibilisation des récepteurs. Ceci méne a la désactivation des
récepteurs et a leur inteisation. Le modéle classique de régulation des GRORSIsteen
la phosphorylation du récepteur qui facilite son internalisation. A ce jour, trois principaux
éléments sont connus pour étre impliqués dans ce phénolasik@ases secofrdessagers,
lesGRKs et les arrestines. Les kinases segordsagers, telles que les kinases PKA et PKC,
phosphorylent des cibles en aval de la cascade de signalisation ou phosphorylent le récepteur
GPCR au niveau de sites consensus des boucles intracellulaire et/queled&erminale,
menant ~ une d®sensibilisation homo ou h®t @
non par les agonistes. Les GRKs[rotein-coupled Receptor Kinagesont des kinases qui
phosphorylent spécifiguement les GPCRs activés paratgmistes et initient une
d®sensibilisation homol ogue rapide, et faci
Cellesc i , des prot®i nes adaptatrices, emp°cher
r®cepteur s, part idépenpante tle dathriheGesmécepteunsdiGPCRsett i o n
induisent des voies de signalisation indépendantes des proté{iBas&mnann and Hosey
1999; Ferguson 2001; Krupnick and Benovic 1988 plus, de récentes étgdent montré
qgue la régulation des récepteurs via GRK2 peut se produire sans la phosphorylation des
récepteurs, par des interactions directes profgiogtine telle que la soumité b ade la
protéine G, en ce qui concerne les récepteurs couplés, 33 et GUy. Cela suggeére que
pour certains récepteurs, la fonction premiére des &E8K le recrutement des arrestines
(Dhami et al. 2002; Dhandt al. 2004; Pao and Benovic 2002; Ferguson 20BRX-2 est
également impliquée dans la modulation de différentes réponses cellulaire par la
phosphorylation de substrats autres que des récepteurs et par interaction directe avec des
molécules de signalisan telles que Smad2 et(Bvron, Daigle, and Caron 2012)

Comme exemple, le réceptebR-adrénergique est désensibilisé via les GRKs, les
arrestines et les protéinkmases A et CLa sousunité b ae la protéine G est impliquée
dans | 6activation de | a-ter®iRalde pedlei (Benavicktialai s on

1989; Chuang, Paolucci, and De Blasi 1998 plus, leségions riches en sérine et thréonine
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de la queue @erminale des récepteurs GPCRs sont importantes pour leur internalisation
dépendantede l'agoniste La présence de proline au niveau de la troisieme boucle du
récepteubl-adrénergique est responsablesdefaible internalisation en comparaison avec

le récepteub2-adrénergique qui ne la possede pas. Il a également été suggéré que le motif
NPX(2-3)Y, trés conservé chez les GP(Résdu septiéme domaine transmembranaise
critique pounrdeslréceptetre Len mdtifi NPRIY chez le réceptbir
adrénergique est impligué dans le couplage de la protéine G et la phosphorylation du

récepteur, bien que cela ne soit pas univékdalor, Penela, and Rui@omez 1998)

Notre laboratoire a montré querkecepteur BLT, récepteur du LTB est désensibilisé
suite a une stimulation répétée par le ligand, et quansermalisation nécessite GRK2 et non
les b-arrestines. De plus, la queuet&minale du récepteur est importante pour la
désensibilisation dt 6 1 nt er n al icisamd que pour soa assoeidtianiavec GRK2
(Chen et al. 2004)

En ce qui concerne les réceptedescysLTs chez les lignées cellulaires U937 et COS
7, | 6exposi tisetrauxnuclecdicegAdPUDS teetraing d#sensibilisation
du récepteur CysLiTet une internalisation du récepteur. Cela a été montré par mesure du
flux de <calcium et par mi croscopie conf ocaea
récepteur via GRRK. Il a également été montré parlaneém®t ude qubéi |l y avai
croisée (crostalk) entre les récepteurs CyslL & P2Y suggérant une désensibilisation
hétérologue(Capra et al. 2005)ll a également été montré que chez les GO%a
surexpe s si on des arrestines augmen,tereréppnrddant er na
LTDsavec | 6i mplication de | dNalRé& @l 2008)6hezlx et t e
lignéelnt4 07, sui t e LTC4led @aoepteuns @yskittCysLTasont internalisés
et translogu®Ss au noyau. P a rs, lecémapteur €ysliT| or s

semble étre internalisé de facon plus importante que le récepteur LySkette

internalisation est dépendare la clathring et i mpl i que | es prot ®i n
une tyrosine phosphorylation du récepteur CyqPerhamifaretal. 20100 6 i nt er nal i s a
de r®cepteurs i ndui t isati@handépandaatds des proténes Gv, eni e s

effet, la désensibilisation réversible du récepteur CysLTn d ui t | 6expressio
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dépendantsuiCa* et des canaux calciquesceci en fait un régulateur positif de la réponse
immune(Ng et al. 2012)

4.5Dimérisation des récepteurs

Pendant longtemps, il a été pensé que les GPCRs agissaient uniqguement en monomeres,
toutefois, de plus en plcuppuvaiedt@rmerddessdimerest d ®n
fonctionnellemen actifs. Il a été confirmé grace au BRET, une technique permettant de
mesurer les interactions protéipeotéine, que le réceptels2-adrénergique formait
constitutivement des homodi m res,-298aquse quob e X
son agonis e | 6i soprot ®r ®nol , I nt er gANgess Ltaal. t ave
2000) Par des expériences de-icomunoprécipitation et de BRET, il a été montré que les
récepteurdl etb2-adrénergiques pouvaiehtor mer des h®t ®r od- m r es
exprimés dans des cellulesHEK9 3. Au niveau fonctionnel, | ¢
pas | es A@Gprvedukt ssopar | a cellul e, par contr
r®cept eur s isatidnidbrécepte@andtre®nrearlgii que i nduite p:

gue sa capacité a activer la voie MAPKinase Erkll&oie et al. 2002)

La di m®ri sation et | peauvernt &érétrodemensliést Bnefiet, d e s 1
des travaux de notre laboratoire ont montré que la dimérisation du récepteur du PAF
potentialise | a d®sensibil i s aPerrametale2003) 61 nt e
De plus, il aété également montré gulesGRK et les arrestines sont impliquées dans la
r®gul ati on h®t ®r ol ogue du r ®cepteur CCR5 pa
de récepteurs non liés tel que le récepteur C5a, dans des complexes protéiques homo ou
hétéroeoligomériquegHuttenrauch, Pollo#opp, and Oppermann 2005)

Du c6té des récepteudescysLTs, les récepteurs CysL €t CysLT, colocalisent au
niveau de la membrane plasmique, du noyau et de la membrane nucléaire des mastocytes
(lignée cellulaire LAD2) et forment des hétérodimeéres. Le récepteur Gyglifhitcomme
un régulateur négatif du récepteur CysLan limitant sa signalisation par le contrdle de son
expression de surfa¢diang etal. 2007)

Une autre ®t eauecelkléségithélialenintedtmales, agnéeeddt, et

a montré que les récepteurs CyseTCysLT,f or ment des h®t ®r odi m r €
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colocalisent a la membrane plasmique et la région nuclébée ligands modulent

| 6h®t ®r odi m®r i sati on de Bduir ®e augniertationsdans IEn e f
nombre doéh®t ®r od i wenréaudle nombrey observaple par RirgsjituL T D
Proximity Ligation Assgyet microscopie électroniqude plus, les ligands induisent

l 6i nt ernal i s a(Parhammfardt@ls20l0)®c ept eur s

Le récepteur orphelin GPR17, possédant une homologie structurale avec les récepteurs
descysLTs, i ndui t p a sciud en répdnsexau LddeParCantre, lorsque €o
exprimé avec le réecepteGysLT:, la réponse calciqgueviaCyst& st i nhi b®e. Lbe
de surface est inchangéwais la phosphorylation deérkl/2 et la liaison du ligand sont
inhibées. De plud, 6 i ma d toinv d e de&PRLEKneckDownpfait augmenter
| 6expr es s idumécegteur Gyslifef la fowe calcique. Les récepteurs GPR17 et
CysLTi colocalisent a la surface cellulaire chez les monocytes. Cela fait du récepteur GPR17

un régulateunégatif du récepteur CyskThdépendant du ligandMaekawa et al. 2009)

5. Polymorphismes des récepteurs et atopie

Plusieurs mutations ont été identifiées dans la structure de récepteurs GPCReiCelles
meénentquelmes fois © | dapparition de nouveaux p
ces récepteurs, appelés polymorphismes ou Shiglénucleotide polymorphismdus a

une mutation concernant un seul nucléotide.

Ces mut ati ons peuvent ‘t-&dire que le changements y n o n
nucléotidiqgue entrainlunonun changement dans | a structure
Les mutations peuvent avoir diff®rents effe
surface des récepteurs, la signalisatiorr paéation ou suppression de sites de

phosphorylationaltération du potentiel de dimérisation des récepteurs.

Plusieurs variants naturels identifiés & ce ,jiotuisant un changement structyraht
eteassociés a des pathologies alea dysfonctionneentsmineurs Comme exempke des
variarts du récepteur de la dopamibg, influencanta la baissé a st abi |l i t® de

| 6ex pr es s i osontagsociéa A schizppheeni@uan et al. 2003)
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Un autre exemple de variangui altérent le fonctionnementorr ma | déun 1 ®c e
GPCR,estlevaria® 1 6 G d u r @drémerdiqgeegui ne fé[@nd pas au traitement de
| 6ast hme avec | 6al but ®&r ol . Ce variant alt r

ligand au récepteyShahane et al. 2014)

Par conte, certains polymorphismes decré pt eur s, bien quodoindui s
dbéaci dea 0adnitpasia signalisatioiiel est le cas pour lesriants desécepteurs
(PA et (RC adénergiques chez lesquelsii leur internalisatiomi leure x pr essi on n¢
modifiée Ces wvariants nbéont pas encor Hurtt ® as

Sorensen, and Angelotti 2014)

Autresque | es variants naturel s, des ®t udes:s
structure de réget eur s GPCR, &9 rasidus dubmotifseimportafts pole d
signalisationEntre autresle motif conservé DRY de la structure plusieurs GPCR sengbl
importantepour le récepteUlXCR2 En effet, une mutation au niveau de ce motif induit une
pl us gr an d éPsyparlaprdtéineGUj ebdémodti@ une signalisation cellulaire plus
active(Burger et al. 1999De plus, notré abor at oi re sbdest iiliant ®r es s
le LTBa, et a montr® qudune mu-teaninalodu réeepteumi v e a
augment e | 6af felsacapa@ité @ lier lgamdcamg que sarsignalisation de
facon généraléGaudreau et al. 2004)

Les récepteursdes cysLTs n 6 o n't pas ®chapp® a@eransmut at i
polymorphismes ont été identifiées récemmemxincipalement associés avec des
endoph®notypes, rcecdmwmee. Tiosgpadnosphismesausés par des
mutations non synonymeles récepteurdescysLTs ont été identifiés ce jour.

5.1Polymorphismeslu récepteur CysLT

Depuis la caractérisation du récepteur Cyskem 1999(Lynch et al. 1999)plusieurs
équipesa traverslemondent continu® © sbéy int®resser. C
le rde de ce récepteur multipotent et de ses mecanismes de signglisation en qu o6 i |
encore des choses a explorentreautres,es polymorphismes de ce récepteur qui ont été

associés a des pathologies.
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Il est connu depuis longtemps eque systemedes cysLTs est impliquédans les
pathologis asthmatique et atopique. Cependant, les variations de réponses des patients
atteints de cepathologies au traitement laisse penser que la variabilité individuelle y jouerait
un grand rélesurtout lorsque le pourcentage de réponse audaptu c ot ri nes node
40%.Vu que lestraitemens anticysLTs sonprincipalementles antagonistes dacepteur
CysLTy, ceciasuscite 6&ént d 6 ®t udi er deese rpcepteyfimonpsprhet s me
al. 2007)

I a été découvertrecemment,des polymorphismes du récepteur Cysl.Thez la
population de Tristan Da Cunhajune "~ | e situ®e dansisoléeboc ®an
génétiguement, ola prévalenced e | 6 a 9é¢ |héope ateignent 50 et 47% de la
population respectivementL 6 at opi e, comme <cit® plus haut
développer des allergiest un f acteur de risqueUneépe®rt ant
G-WAS (gerome-wide association studlya étéentreprise afin de découvrite possibles
associations aved slo@ast hanve®r ®u QybLBHBOO Rt ev.ar i a
CysLT:-1206S aaient une forte incidence dans la population. Par contre seul le variant
CysLT:-G300S ®t ai't f or t e mEnnreffet, eesvariard av®it une fdrtd at op

incidence chez les personnes atopiques et asthmafithaspson et al. 2007)

Ce noest pas | a pr e miune mutaBosdansla séguenceode av e c
| 6 ADN c o dearéceptewpCysiliT: a la postion 927 (T>C), a été assocgavec le
phénotype atopiquelans les populations Anglaises et Esp#m@Hao et al. 2006)
Cependant, ce variant no6i n drésidu309F)ansuslaissant han g

croire que la signalisation pourrait étre moins affectée.

Le variant CysLT-G300S, comiste enlasubst i tuti on dobearme gl yc
causée par la substitution au nivgg®n i gue d o6 un e lagne alapositen898 r u n e
La mutation estocalisée au niveau di& domaine transmebnanairedu récepteur, trés
proche du début de la queuddminale cytoplasmiqueéQuant au variant CysL1206S, il
s'agit dune sérine q u i appara’t Soleuciree ayp hiveau edu® "Hothaine e |

transmembranaire, dd a un changement nucléotidigg@a la position 617.
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Des étudegréliminaires sur le varianCysLT;-G300Sont été entamées pour en

savoir plus surd signalisation de ces variarntespremieres donné@sdiquentque le variant

CysLT:-G300Sestplus actifen réponseau LED et une di mi nutison si g

est observédansdes expérietes de mesure désproduits par des cellules transfectées et

par des essade mobilisation de calcium intracellulai@hompson et al. 2007)

pl toscTEsar T e eSS

Qo 0
] -:!'.-"

ey
..a""'-ﬂ

& w]
.

Yo &

OO0 COOOOOCODOODOO00

Figure 5. Polymorphismes du récepteur CykT 1.
Positions des mutations G300S et 1206S au niveau de la structure du récepteur CysLT

[Figure adaptée et empruntée(@apraetal. 200Maut ori sati on obtenue

5.2Polymorphismeslu récepteur CysLT
Le géne codant pour le récepteur Cyske situe sur le chromosome 13 (13qgilez

I'hnomme(Heise et al. 2000)Cependant, il est connu que cette région chromosomique est

associée a l'asthme atopiqu® o 2 ®r §itntde | 6 ®qui pe de Thomps

CysLT,et | a recherche de pol ymor p(hhomspsoestalas s oci

2003)
Le récepteur CysLT a eégalemenété étudié chez la populatiomi§tanDa Cunhale

polymorphisme CysL¥ M2 01V a ®t ® f o ratogenilearétt mensé&ue le i ®

polymorphisme M201V esplus fréquet chez les personnes atopiquesnon chez les
asthmatiquedes essais de mobilisation de calcium intracellulairar@hgué que le LT
perdait s ativatprodu cepteureClysLIZ01V.Les aut euensntde | 6 ¢
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conclu qude variant CysLP-M201lVétai t associ ® "mnedtatd@iledas nh
et aurait ue réponse altérée aux &Js (Thompson et al. 2003)
Cevarianta®®gal ement ®t ®utresepbpulationgd)@noiseat Araéricdibdea
oY il a ®astBmest auguel d a é¢ attribué an role protectetrésistantontre
| 6 a s, dufaih guece variant étaipeutransmis chez les asthmatiquetsque le potentiel
activateur du variant par les cysLTs étdfectéégalemen(Pillai et al. 2004)
Le variant CysL3-M201Vcoms i st e en | a méthiorene pat ungalinen dour
due au changement nucléotidique A>G a la position 6@ inutation est localisée au niveau
de la boucle extracellulaire d§ @omaine transmembranaiume position qui pourrait étre
impliquée dans la liaison aux différents Igs et dans la signalisation du récepteur
(Thompson et al. 2003)
Notr e | adéstointéessé aurvarians@ysi-M201V et a &udié sa signalisation
cellulaire chez la lignée HER93. 1l a été montré quke vaiant CysLT-M201V avait une
signalisationréduite auxcysLTsLTD4 et LTCs, en comparaison avec lécepteur CysLT
de type sauvage. 6 a f f i n is poBr ledéueptéulCY3LT>-M201V estréduitede 50%
alors que celle du LTPestmajoritairement perdud.a production @sinositol phophates,
la transactivation durpmo t e u r -8 dt & plbsghorylation des effecteurs p38, JNK, p65
et Erkl/2, sont totes diminué&s enréponse aux cyslSTLTDs et LTCs, de fagon plus
prononceée en réponse au LdBrochuBourque et al. 2011 eci explique en partie |&le

inactivateur attribué au viant CysLT>-M201V, de par sa signalisation réduite.
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Figure 6. Polymorphismes du récepteur CysLE.
Position dda mutation M201V au niveau de la structure de récepteur Qyftigure
adaptée et empruntée @éhompson etal. 2003)aut ori sati on obtenue
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS

LescysLTs, induantle LTCs, le LTD4 et le LTE4, sont impliqués dans différentes
pat hol ogi es, tell e que | 6asthme all exgique.
protéines G CysLT;, CysLT,, GPR99.Deux de ces r ®cepteurs ont
deecherche, de par | a d®couverte de pol ymor

d®vel opper des allergies, qgui constitue

polymorphismes des récepteurs ont été identifiés dans la popudatitte de Tristan Da
Cunha, une popul ation g®n®ti quement isol e.
récepteur CysLi, et du variant M201V pour le récepteur CysiTLes variants CysLiF
G300SetCysLFM2 01V ont ®t ® f or t eNoie hypothésesdqoeclds®s = |
mutations présergeau niveau de la structure des récepteurs joueraient un réle dans la
signalisation et |l es m®c ani ssrigasds rhtbrelste | v at i
variant CysLB-M201V a déja été étudié par notre labona, et nous avons montré que ce
variant avait une signalisation et réponse réduite, principalement au §@iDperd
majoritairement son affinité pour ce récepteur, en comparaison avec le récepteur de type
sauvagdBrochuBourque et al. 2011)

Le premier objectif déa présent®t ude est do6®tudier | a sic¢
variants CysLT-G300S et CysLT1206S en réponse a leurs ligand naturels LEDLTC..
Pour cela nous avons eu recours a la lignée 88K q u i néexprime auc.
récepteurs q U i a ®t ® donc transfect®e de fa-on
constemptresadd on, IPslat@ansactivationtdés@romotedrs dd43.et de
| 618, | a phos phwsdydigaatisatiom(ELk?, @38 ,fp65eetun) enpliquées
dans les voies NBB et MAPKinass ont été mesuréen réponse au LTDou LTCs. De
plus, la liaison du LTaux récepteurs variantsggalemen®t ® mesur ®e par | 61
LTD4 radioactif triié.

En plus de la signalisation différentielle de chacun des variants des récepteurs CysLT
ou CysLT, | 6auteur de | 6identification des deu
Cunha nous a communi qu® | 6i nf or madantlesrdeus el on
variantsensembleétaient toutes atopiques (données non publiées de M.D. Thompsoh).
ajouté au fait que les deux récepteurs CystTCysLT, peuvent dimériser et interagir entre

eux, par | 6effet de r ®gtaurG4LT, suna sg@igaionidv e qu 6
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récepteur CysLT chez les mastocytes et les celluggsthéliales intestinaleg§liang et al.
2007; Parhamifar et al. 2010ous permet de formuler notre seconde hypothdees
pensons que le phénotype atopique chez les personnes possédant les deux polymorphismes
pourrait ére expliqué en partie, par la signalisati différentielle des varianesst | 6 i nt er ac
entre les deux variants des deux récepteurs. Lorsque les deuxsvdiia@risgaient et
interagiraienensemblecomme leur homologues de type sauysgeariant CysL1-M201V
qui a une réponse réduite aux cysLTs aurait son effet atténuateur amnédiiit également
menant ainsi ane accentuation des effets induits fgarécepteur CysLi étant le variant
CysLT1-G300S qui aéjaune réponse plus foréelui seul

Lesecondobjectéstd onc do6®t udi er | 0i nt eraG3@%on eni
et CysLT-M201V, ainsi que la réponse mbinée des deux récepteurs aysLTs. Les
récepteurs ont étéansfectés danges cellules HEKR93, puis des expériensele BRETet
de BiFCont été effectuéespourl | ustrer | 6i nteracti oRuiset | a
la productiondeslPset la transactivation du promotewr d -8t &té mesurées en réponse
aux cysLTs LTD et LTC..
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Résumé:
Les cystéinylleucotrienes (LTG LTD4, LTEs) sont des médiateurs lipidiques pro

inflammatoiresjmpligués dan$ 6 ast hme al |l er gi que, l i ant au

aux protéines GCysLTi, CysLT> et GPR99UN polymorphismel ans | 6 un de ces

le variant CysLI-=G300S, a ®t ® fortement associ ® ~ | 0
développer des llargies, alors que le variant Cysl-T 2 06 S noy est p as
significativementNotre objectifétaitde caractériser ceswWlex v ar i ants par | 6

signalisationcellulaire.L 6 ex pr essi on de surf aceHHK233 r ®cep
transfectétea ®t ® mesur ®e par cyt étai@yuivaime entranlesf | u x .
r®cepteurs mutants et de type s$#%800%pgrdes Sui t
ligands LTG et LTDs, une plus forte productiod 6 i n o s sphated etng plus forte
transactivati on -8l eest fBeotstdatistnées cothgaraisoh avec

le récepteur detype sauvage La phosphoryl ati on d&z@38,ect eur
p65, cJun)a été mesurée et seul EfR état plus fortementctivéde facondépendante de

la concentrationQuant au variant CysLif1206S, celuici ne présente pas de différence
significative globale en terme de signalisation cellulaire, en comparaison avec le récepteur

de type sauvag€es résuhts montrent que le variant Cysi-G300S induit une transduction

de signal plus fortque le récepteur de type sauvage, ce qui peut étre un élément important a

son associationae | 6at opi e.

Mots clés :cysteinytleucotriene CysLTi, variant, signlisation, atope.
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ABSTRACT

Cysteinytleukotrienes are prmflammatory lipid mediators, involved in allergic asthma,
that bind the Groteincoupled receptors Cysk,TCysLT, and GPR99. A polymorphism in

one of these receptors, Cyst®G300S was strongly assated with atopy, whereas the
CysLT:-1206S polymorphism was not. In the present work, our aim was to characterize these
two variants by studying their cellular signalling. Cell surface expression of mutant receptors
in transfected HER93 cells was compdbke to that of the wildype receptor. Compared to
CysLT:-WT, production of inositol phosphates as well as8Iland 113 promoter
transactivation in response to either L@ LTC4 was significantly increased in CysLT
G300Stransfected cells. MoreoverTDs-induced phosphorylation of the signalling effector
Erk, but not p38, p65 ordun was higher in CysliiG300Stransfected cells. On the other
hand, the variant CysL71206S did not show a significant difference in its signal
transduction compared to thald-type receptor. Taken together, our results indicate that the
variant CysLT-G300S can induce a greater signal than the CySUT receptor, a feature

that may be relevant to its association with atopy.

Key words: cysteinytleukotriene, CysLT, variant, signalling, atopy.
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INTRODUCTION

The cysteinylleukotrienes (cysLTs), LT LTD4, and LTE, are preinflammatory
lipid mediators, involved in many pathologies including allergic asthma and rhinitis. They
are derived from arachidonic acid and $ysized through the-lfpoxygenase pathway in
different cell types, including leukocytes (mast cells, basophils, eosinophils and
macrophagesé), platé¢ll.ets and endothelial <ce

CysLTs bind to at least three-j@oteincoupled receptors (GPCR<S}ysLT; and
CysLTy, share 38% homology in structuCysLT: receptor binds preferentiallyT D4 (LTD4
> LTC4 >> LTE4), whereas th€ysLT. receptor has no preference betweé&ds and LTG
(LTC4 =LTD4 >> LTEs) [2, 3]. A third receptor, GPR99, has been recently attarized
and shown to be an LTEeceptor, with less affinity for the other two cysLTs (LF& LTD4
> LTC,) [4].

The CysLT: receptor is mostly expressed in human lung, on smooth muscle cells and
macrophages, batiso on peripheral blood cells, such as eosinophils, basophils, monocytes
and B and T lymphocytg$-7]. On the other hand, thH&ysLT, receptor is more ubiquitous
and is found on interstitial lung macrophages andirculating eosinophils and monocytes
[8]. These two receptors are also expressed in other organs, like on the spleen, intestines,
pancreas and prostate OysLT: receptor, and in the heart, brain, adrenal djlastacenta
and spleen fo€ysLT, receptof9-11].

The CysLT: receptor is highly expressed in the lung, which may be relevant for its
implication in pulmonary diseases like asthma. In fact, specific antagonite ©fsLT:
receptor (pranlukast, montelukast and zafirlukast) are used in the clinic to control
bronchoconstriction and inflammation in asthma and allergic rh[aiis

In the midst of an inflammatory environme@ysLT: receptor expression is up
regulated by many cytokines, including the Th2 cytekill-4 and IL-13 in monocytes and
macrophages, H5 in eosinophils, IE1 b i n HUVEC-p & 6Bbnlpunhokaky
smooth muscle cellg, 13-19].

As a GPCR, th€ysLT: receptor is coupled to the-@oteinsG Ui  a n[2D, 2G U q
Through different pathways, including MAPKinasesanddNB, it i nduces the
of several genes implicated in inflammation, such a8,IMCPR-1, IL-4 , T Gselectin, P
CXC chemokindigand 2 and NO syntha$22-27].
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Polymorphisms in th&€ysLT: receptor have been identified which are associated
with atopy, an important risk factor for asthma. In the English and Spanish populations, the
variart T927C, due to a synonymous mutation in @esLT; receptor gene was associated
to atopy[28]. Atopy is a genetic predisposition to develop allergies, characterized by an
elevation of IgE and/or inflammatory methes such as cysLT[29]. In addition, a serine
substitution in the amo acid structure of th€ysLT: receptor resulted in the variants
CysLT:1-G300S andCysLT:-1206S, the only identified variants 6fysLT: due to exonic mis
sense mutations. Those have been discovered and studied in the genetically isolated
population of Trstan Da Cunha, which has a high prevalence of atopy and asthma. The
receptor varianCysLT:-G300S has been significantly associated with atopy whereas the
polymorphismCysLT:-1206S was not associated with atopy, in this populd86n31]

We hypothesized that the atopic phenotype may be partially influenced by an altered
binding and/or signalling due to the amiacid substitution in the receptor protein. The
principal aim of this study was to investigate thenaling mechanisms of the variants
CysLT:-G300S andCysLT:-1206S induced by their natural ligandsTD4 and LTG, in
comparison with the CysLFWVT receptor.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. LTC4 andLTD4 were obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MEA).
[®H]LTD4 was purchased from PerkinElmer Life and Analytical Sciences (Waltham, MA,
USA). The IROne HTRF assay kit was from CisBio Bioassays (Bedford, MA, USA).
Specific antibodies againstgb5 Ser536, Erk1/2,-p38 Thr180/Tyr182, and-p-Jun Ser65

were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA), and antibodies against-p65, p
Erk, p38, and Jun were obtained from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA,
USA). The anticMyc antibody was from mouse hybridoma (9E10), from American Type
Culture Collection (Manassas, VA, USA), and Gy@njugated goat anthouse antibody

was obtained from Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. (West Grove, PA, USA).
Aprotinin, 4(2-aminoethyllbenzenesulfonyl fluoride, leupeptin, NaF, soybean trypsin
inhibitor, NaVOg4, and fetal bovine serum were from Sigidrich (Oakville, QC, Canada).
TransIFLT1 was purchased from Mirus Bio LLC (N
modi fied Eaglebébs medium ( DMEM; hi gh gl ucos:¢
Canada).

Plasmids. pcDNA3-cmycCysLT:-WT, pcDNA3-cmycCysLT:-G300S, pcDNAXmyc
CysLT:-1206S, encoding for cMytabeled humalCysLT: receptor and its varian@ysLT;-

G300S andCysLT:-1206S were constructed in our laboratory. The humaB promoter
luciferase constict hiL8/luc £€162/+44) and IE13 promoter luciferase construct hiL13/luc
(-940/+48) were kind gifts from Dr. Allan R. Brasier (University of Texas Medical Branch,
Galveston, TX, USA) and Dr. Lisa Cameron (University of Alberta, AB, Canada),
respectively.

Cells.HEK-293 cells (American Type Culture Collection) were cultured in DMEM with high
glucose, supplemented with 5% fetal bovine serum, penicillin (100pg/ml), and streptomycin
(100pg/ml). Transient transfections were carried out with Trah3IT, and &periments

were performed 48h after transfection. Although the transfections are transient, the cells will
be nameysLT:-WT, CysLT1-G300S andCysLT:-1206S.

Surface expression of the receptofSells were transfected with cDNAs coding @ysLT:-

WT, CysLT:-G300S andCysLT:-1206S receptors tagged on theté&minal end with the
epitope Myc. 48h after transfection, cells were washed with Phosphate Buffer Saline (PBS)

twice, harvested then fixed with 2% paraformaldehyde for 15min at room temperature. After
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thd, cells were washed with PBS again then blocked in Bovine Serum Albumine (BSA) 2%
for 30min at room temperature. AitMyc antibody was added to the cells at a concentration
of 1mg for 16 cells, for 1h of incubation. After three washes with PBS, thenstzoy anti
mouse antibody was added for 1h and again wastred timesCells were analyzed by a
duatlaser FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).

Inositol phosphate production assasfter 48h of transfection, cell€ysLT:-WT, CysLT:-
G300S andCysLT:-1206S) were harvested, and @00 cells were plated in a 384 well white
plate, and the experiment was conducted as per the CisBimlRe assay ki tds ma
instructions. In brief, cells were suspended in a buffer (10mM $jepaM Cadl, 0.5mM
MgClz, 4.2mM KCI, 146mM NacCl, 5.5mM glucose, 50mM LiCl, pH 7.4), then stimulated
for 30min with LTG or LTD4 from 0.01 to 100nM. Exogenous IP1 coupled to a dye d2, is
added to the cells, then, monoclonal antibody specific to IP1 labéledumi4-tb cryptate

which competes with the native IP1 produced by the cells. After 1h of incubation,
fluorescence was measured at 665 and 620nm, using fluorescence plate reader TECAN
M1000 (Manndorf, Switzerland). The intensity of the FRET signalinbthis inversely
proportional to the quantity of IP1 produced by the cells.

Luciferase assaydHEK-293 cellswere plated in 24vell tissue culture plates for 24h. The

cells were then transfected with 20ng of cDNA of the recef@gss T:-WT, CysLT:-G300S

or CysLT:-1206S, 0.05ng ofL8/luc or empty vector, per well, using 0.75ul of TrandIT1
transfection reagent. After 24h, cells were sestarved overnight before stimulation with

LTCs, LTD4, or Ethanol (EtOH) for 6h. Cell lysates were assayed for laséactivity using

the DualGlo luciferase system (Promega, Madison, WI, USA).

Western blotting.In brief, the transfected cellSysLT:-WT, CysLT:-G300S andCysLTi-

1206S, plated in sixvell plates (serum starved oveight) were stimulated with LTLLTDa4

or EtOH for the indicated times and concentrations. After appropriate time, cells were lysed

in buffer (10mM Tris, pH 7.4, 10mM NaCl, 3 mM MgCD.5 mM EDTA, 0.5mM EGTA,

5% sodium deoxycholate, 10% TritofiX0 O , 10mM NaF,-(2- 100¢g.
aminoethyl)benzenebuf o n vy | fluori de, leg/ mli | eupeptin,
trypsin inhibitor, 1mM Na&V/O4, 1nM Calyculin A, and 15nM okadaic acid) for 30min on

ice. Lysates were separated on an 8% -pDI$acrylamide gel and transferred to Trdiet
nitrocelluloe membrane (Bi&kad Laboratories, Hercules, CA, USA). After blocking and
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incubation with specific antibodies overnight, membranes were washed and incubated with
horseradish peroxidagabeled secondary antibodies. For protein detection, enhanced
chemilumirescence detection was used (GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
Buckinghamshire, UK). Signal intensity was quantified by densitometry (Epson Expression
1680 scanner; Epson America, Torrance, CA, USA) and analyzed using Image J 1.38X
software (National Ingtutes of Health, Bethesda, MD, USA). Membranes were then
stripped, washed, and used with the appropriate antibodies for detection of total proteins.
Radioligand Binding AssaysCysLT:-WT, CysLT:-G300S andCysLT:-1206S cells were
harvested near 100% confhee and used for the binding assay. Total andspecific
binding were measured using tritiated and non tritiafEd4. 7.5x10 cells were incubated

in the buffer (Tris, pH 7.4, 10mM Ca£LOmM MgCb, 10mM glycine, 10mM cysteine, and
0.1% bovine serum klimin) with 0.75nM fH]LTD4 for 1h at 25°C. After this, cells were
washed three times with the buffer to remove-gpecific radioactivity, then scintillation
liquid was added to measure the radioactivity with Liquid scintillation AnalyzeCarb
2100TR(Packard, Meridon, CT, USA). Nespecific binding was determined in the presence

o f 1 ¢ MadiondiveLTD4. Specific binding was calculated by subtracting the-non
specific binding from total binding.

Statistical analysisStatistical analyses (Studerittest and ANOVA) were performed using

the Prism software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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RESULTS

Expression of the receptors and their variants in HE293 cells

In order to study the signalling of the receptors, individually, they wansfected into a cell
line that does not express eitl@@ysL T, or CysLT, receptors. The cell line HER93 was
transfected transiently, and the surface expression of -lgcdagged receptors was
measured by flow cytometry, as describeMaterials and Méhods As shown in Fig. 1, the
expression levels of the variar€@ysLT:-G300S andCysLT:-1206S were equivalent to the
level of expression ofCysLT:-WT receptor. These results indicated that the eventual
differences in signalling that we could obtain woulot be the consequence of different

surface expression.
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Fig. 1. Cell surface expression of CysLTreceptors on HEK293 cells.

Cells were transiently transfected with the receptor cDNAs for 48h. Cellkcsuggoression
was measured by flow cytometry using an antibody against the extracellular epibyje c
The data are presented as mean fluorescent intensity (MEN<fT-WT receptors and the
variantsCysLT-G300S andCysLTi-1206S, n=11.

Induction of inositol phosphate production

After the binding of a | i gacoupledreceptorlagadstoe pt or
the activation of PLCb pat hwagDAGandiBavith st ar t
subsequent augmentation in the intracellular calcium concentrdtioais been shown that

the variantCysLT:-G300S induces a higher calcium mobilizati®@]. We assessed the

inositol phosphate (IP) production in response to the two ligand@x and LTG. The

measured IR is the &st product of degradation of slproduced by the cells. When

stimulated byLTD4, the cells expressing tii&ysLT:-G300S receptor produced significantly
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more IR1 than the cells expressing the WT receptor, at the concentration of 10 and 100nM
(Fig. 2A). However, in response to LTCIP-1 production was only significantly higher at
100nM, although the responses also tended to be higher at the other concentrations (Fig. 2B).
In contrast, the varial@ysLT:-1206S produced less{Pin response tbhTD4 at 100nM(Fig.

2A), whereas with LTthe difference witlCysLT:-WT was not significant (Fig. 2B). These
findings indicated that the CysI@300S receptor induced higher levels of IP production in
response to bothTD4 and LTG.

A

4 CysLT1-WT
-k CysLT1-G300S
¥ CysLT1-1206S

IP-1 production
(Fold increase)

T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7

log [LTD,] (M)

M CysLT1-WT
=& CysLT1-G300S
¥ CysLT1-1206S

IP-1 production
(Fold increase)

T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7

log [LTC,] (M)

Fig. 2. Inositol phosphate production in CysLTi-transfected cells.

Forty-eight hours postransfection, cells were stimulated for 30min wiffiD4 or LTC, at
0.01 to 100nM. IPL production was measured using anilbody against IPL and a
fluorescent FRET IR conjugate competitor. A) P production by CysLiftransfected
HEK-293 cells in response t0TD4. B) and to LTG Twoway ANOVA analysis; n=6; *
p<0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001.
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Signalling pathways of the ¢SLT: receptor and its variants

It has been shown that several signalling pathways are activated by the; Cgséftor,

leading to the transcription of different genes, for example the chemokk8and MCP1

[24, 32]. We examined the activation of the MAPKinases proteins, Erk and p38, known to
activate the APL transcription site on the 18 promoter. In addition, we also assessed the
activation of the proteins-&un (phosphorylated by the MAPKinase JNK) arbpsubunits

of the complexes AR andNFe B r espectively, known to bind
sites located on the 48 promotef33]. Those prot@s are effectors of MAPKinases and-NF

9B pat hways, I nduced f QysLT-0MEI recepgtor &ind #s vamiantsi v at i
CysLT:1-G300S andCysLT:-1206S, withLTD4.

The results showed that the MAPKinases (Erk and p38),arelRF pat hway sd wer e
through theCysLT:-WT receptor and its variants. The phosphorylation of Erk was induced

to a significantly higher degree following activation@fsLT:-G300S with 10 and 100nM

of LTD4 (Fig. 3A). Phosphorylation of p38 MAPKinase, however, was not sigmifig

different with the variants compared to the WT receptor (Fig. 3B). Similarly, phosphorylation

of p65, which is crucial for the activationof FB, was equi val ent bet we
the WT receptor (Fig. 3C). Finally, phosphorylation efun was also equivalent between

the WT receptor and the variants (Fig. 3D). In conclusion, our findings indicateTiDat

induced activation of the varianfysLTi-G300S predominantly enhanced the Erk1/2

MAPKinase pathway in a concentratidependent manner @i3A).
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Fig. 3. MAPKinases and NFaB pathway effector phosphorylation in response to LTD.

Cells were stimulated with EtOH (vehicle) &TDs for 10min with the indicated
concentrations. Data are presented as relative intensity of phosphorylated over total proteins
and reported as fold inease compared to nestimulated conditions. A) Erk
phosphorylation in response tol'D4 (n=6). B) p38 phosphorylation in responself®Ds

(n=3). C) p65 phosphorylation in responseli®Ds (n=5). D) ¢Jun phosphorylation in
response th TDs (n=3). Twoway ANDVA analysis; * p<0.05; ** p<0.01.

IL -8 promoter transactivation

Thompson and a[24] showed that IE8 promoter transactivation can be induced by L TC
andLTD4 via CysLT; receptors. We examined whether the rémemutations would affect
this activation. HEK293 cells were tmnsfected with an H8 promoter construct upstream
of a luciferase gene reporter, in addition to@ysLT: receptors.

In cells expressing th€ysLT:-G300S receptot, TD4 stimulation at 1Gnd 100nM induced
significantly greater IE8 promoter transactivation (Fig. 4A). A similar response was
observed following LT@ stimulation, with a significantly enhanced response at 10nM of
LTC4 (Fig. 4B). On the other hand, the vari@ysLT:-1206S did ot show any significant
difference with theCysLTi-WT in response to eith&TD4 or LTC,, although it tended to be
lower (Fig. 4A and B).
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Fig. 4. IL-8 promoter activity in CysLTi-transfected HEK293 cells.
Forty-eight hours after caransfection of the receptors and the-8Lpromoter/luciferase
construct, cells were stimulated with graded concentrationsTds or LTCs (0.01 to
100nM) for 6h, then lysed, and the luciferase atstivias measured. 18 promoter activity

in CysLTi-transfected HEK293 cells in response tol(&AP4 or (B) LTG. Twoway ANOVA
analysis; n=5; ** p<0.05; **** p<0.0001.

IL -13 promoter transactivation

Since the Th2 cytokine HL3 is known to be involved msthmd14, 34] we wanted to assess
whether activation of th€ysLT: receptor by TD4and LTG could induce 113 expression,
by measuring IE13 promoter transactivation in respons& @4 or LTCa.

IL-13 promotertransactivation attained similar levels @ysLT:-G300S and WT receptor
expressing cells in response to maxirhdD4 concentrations, but the variant responded
significantly better to a suboptimal concentration (1nM) of the ligand (Fig. GYgLT:-
1206Sexpressing cells responded less, particularly at 10Q@id4 (Fig. 5A). Following

stimulation with LTG, CysLT:-G300S cells responded in a manner equivalent to WT cells,
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whereasCysLT:1-1206S cells maintained their lower response, especially at 10nM of LTC
(Fig. 5B).
A

B CysLT1-WT
. =k CysLT1-G300S
3 ¥ CysLT1-1206S

IL-13 promoter
transactivation
(Fold increase)

log [LTD,] (M)

4 CysLT1-WT
=& CysLT1-G300S
¥ CysLT1-1206S

IL-13 promotor
transactivation
(Fold increase)

T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7

log [LTC,] (M)

Fig. 5. IL-13 promoter transactivation in CysLTi-transfected HEK293 cells.
Forty-eight hours after cdransfection of the receptors and the1B promoter/luciferase
construct, cells were stimulated with graded concentratiorsT@i or LTC4 for 6h, from
0.01 to 100nM, then lysed and the luciferase activity was measur&d@.gtomoter activity
in CysLT-transfected HEK293 in response to (A)D4 or (B) LTG. Twoway ANOVA
analysis; n=4; *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Binding of LTD4 to the CysL receptor and its variants

The higher responses of t8gsLT1-G300S variant te TD4 could be due, at least in part, to
greater binding of the ligand. In a preliminary expant, we measured the total and nhon
specific binding of radidabelled®H-LTD4 to transiently transfected HEK293 cells.

As shown in Fig. 6,ite CysLT:-G300S variant was able to bind a larger quantiti D4
than either the WT or théysLT:-1206S variantsuggesting that the greater binding capacity
of theCysLT:-G300S variant foL TD4 could be at least partially responsible for its enhanced

signalling.
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Fig. 6. Binding of LTD4 to the CysLTi-WT receptor and its variants in transiently
transfected HEK293 cells.

Forty-eight hours postransfection?H-LTD. was added to the cells for 1h, in the presence
or absence of neradioactive LTD4. Following several washes, the radioactivity was
measured in a beteouner (n=3). Specific binding was calculated by subtracting the- non
specific binding (in presence of competitive madioactiveLTD4) from the total binding
measured.
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DISCUSSION

In the present work, we have shown that the natural vargygkT:-G300S and
CysLT:-1206S respond differently to cysLTs in comparison to the WT receptor. Although
the cell surface expression of the receptors is equivalent, the production of IPs,
phosphorylation of Erk, as well as-B.and IL-13 promoter transactivation are higheithe
cells expressing the varia@ysLT:-G300S. In addition, the binding &ff D4 appears to be
higher as well. In contrast, when the cells express the v&iaiiT:-1206S, their responses
to cysLTs tend to be lower or similar to those of the WT receptor.

In other studies, natural mutations in the structure of receptors were shown to affect
their expression. GonadotropReleasing Hormone Receptor sees its expression increased
[35], whereas mutant m1 muscarinic receptor and Dopamine receptor DRD2hkave
expression decreas¢86, 37] However, other variants of GPGRIo not alter their cell
surface expression nor their trafficking as
[38]. When we assessed whether the naturally occurring serine mutations in structure of the
CysLTi receptor would affect its catitutive expression, we found that the mutations did not
affect the expression levels (Fig. 1), suggesting that the differences in the functional
responses could be attributable to the signalling and not to the constitutive expression of
receptors.

Sincethe mutation to serine could potentially play a role in signalling, we used a bio
informatic server NetPhos 2[39] to predict the phosphorylation sites in the receptor. It
showed thathe residues 300S and 206S would not create new phosphorylation sites, and that
the potential differences would not be due to altered new phosphorydpmmdent
desensitization.

In terms of functional responses, cells expressing the receptor @y&:-G300S
produced more IPs than cells expressing the WT receptor following stimulation with the
ligandsLTD4 and LTG. | Ps are produced following GPCR
protein that triggers the act-3 Thastactigahon o f PL
pathway appears to be more efficient with cyshducedCysLT:-G300S activation (Fig.

2). Itis one of the first steps in the signalling cascade upon the activation of GPCR receptors,
and there is already a difference between the Mariamd the WT receptors at this level of

the cascade. Several elements could explain this difference, such as a difference in receptor
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binding capacity, in recruitment of -@roteins or in phosphorylation levels. When we
compared basal IP levels in the stactted cells expressi@ysLT:-WT andCysLT:-G300S,
there was no significant difference that would suggest that the receptor variant was more
constitutively active than the WT receptor &wkLT:-1206S variant.

We further explored other levels of sigmadl and found that ligand activation of the
variantCysLT:-G300S induced an augmented level of phosphorylation of the MAPKinase
Erk. However, the proteins p65of NFB pat hway, the MAPKinhase p
Jun activated by the MAPKinase JNK, weret mlifferentially activated by the variant
CysLT:-G300S, compared to the WT receptor (Fig. 3). Although the variant induces the
activation and phosphorylation ofthefdFB and t he ot her MAPKiIi nases
suggest that it favors the Erk pathwy . Act i vat -coopled GysLT tedemor G U q
induces indirectly the activation of PKC proteins that in turn activate the IKK complex,
p hos ph o Byahdar¢lease the dimeric complexdFBB ( p65 a4 33p50/ 52)
CysLT: receptor is also known to activate the Erk path{@28y 40] This led us to speculate
that the point of divergence of the response of the variant Cy&30DS would be upstream
the MAPK Erk, separatfrom the elements activatingthedd| 8 pat hway. Thus, |
of interest to further explore the signalling cascade, including the activation of Ras proteins
and PKCs, to differentiate the two pathways of activatidDysLT: receptor and its variasit
[20].

On the other hand, the 48 promoter activity induced by the signalling cascade of the
CysLT:-G300S receptor is higher than that of the WT receptor. The chemoki@dslL
mainly involved in the recruitmerand activation of neutrophils and we have previously
shown that this chemokine gene is a target for the transcription factors activated by the
CysLTi receptor, by the presence of binding sites foraNB , -ILN6Fand ARL, via the NF
9B and MAPKI n24s38] It s ateresira yonote that, although the ligand of
predilection ofCysLT1 is LTDg4, there § also a difference in the responses induced by TC
between the WT and the varia@ysLT:-G300S receptors. Our results indicate 1HBD 4-
induced signalling is stronger with the vari@ysLT:-G300S than with the CysLTWT
receptor, due to a higher resige at the same low concentrations (Fig. 4). Taken together,

our results let us speculate that the enhance@ jplrcomoter transactivation through the
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variantCysLi-G300S may be the result of a synergic
pathway, leading to a more efficient downstream signalling cascade.

Using Genomatix software Matinspecidr], we predicted that the human-13
promoter had STAT, GATA,AR andNF-ae B bi ndi ng sites. l-n addi
13 is a Th2 cytokine involved in asthma and allergic rhifds 42} and that it ugregulates
CysLT: receptor expressiofi4, 16, 34, 43]it was also shown that CysLRctivation
induces 11:13 production in type 2 Innate Lymphoid Cdugl]. Since the IE13 promoter
shares several binding sites with the8Llpromoter, we speculated that-183 promoter
transactivation could also be induced by Cysk€tivation by cysLTs in HEK298ells.
Indeed, bothL. TD4 andLTC4 induced IL-:13 promoter activation, suboptimal concentrations
of LTD4induced a higher response through CysGBOOS variant, (Fig. 4 and Fig. 5).

Many mutations in the structure of@oteincoupled receptors have been shafi
and were shown to have different signalling potential from the WT receptors. For example,
the receptor variant due to a mutation in the DRY motif of the CXCR2 receptor produces
more IPs and exhibited more active signalldg]. Our laboratory has shown that the variant
CysLT>-M201V has a reduced signalling in response to bothsladLTD4, compared to
the CysLT>-WT receptoi{46].

Finally, since the signalling is different at many levels between the variants and the
WT receptor, it would be plausible to speculate that the binding capacity of the receptors
could be afécted as well. Our findings indicate a greater specific bindingréfs to the
variant CysLT:-G300S than th€ysLT:-1206S variant or the WT receptors (Fig. 6). This
could be due to a higher affinity of the binding sitesQysLT:-G300S associated with
differences in structure and conformation of the variant, thus explaining the higher signal
transduction, despite of the same constitutive cell surface expression of the variant receptor.

Mutations that alter ligand binding and affinity have been reportechaVe shown
that a mutation in the -@il of the BLT: receptor increased the number of binding sites and
cellular signalling47]. | n -atrénergichreteptor, mutations in the amaoal structure
alter the dynamics and conformation of the receptor and the Hgaddthg capacityj48].
However, further experiments need to be carried out to determine the binding affinity of the
cysLTs LTDy and LTG to the CysLT: receptor variants by conducting saturation and/or
competition binding assays.
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On the other hand, in addition to the signalling cascade, it is known that the receptor
CysLT1 may form homalimers at the cell surfadd9, 50] It is possible that dimerization
may naturally occur betaen the variants and the WT receptor. This could add an important
element to the signlalg and induce alterations in the pathways, the effectors and the
combined functional response. Up to now, the dynamic structure @y$leT: receptor is
not fully uncerstood, and such studies will be important in order to determine the functional
activity of the receptor.

In conclusion, our work led to the characterization of some signalling events of the
CysLTi receptor variants, at several levels, and showed that@ayal serine mutation could
alter the response of receptors to cysLTs. Although atopy is a complex phenotype implicating
different cell types, mediators and pathways, the vai@y#lLT:-G300S of theCysLT:
receptor may, at some point, play a role in thgsociation, through its higher signal

transduction capabilities.
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MATERIELS ET METHODES
Matériels.Le LTCs et le LTD: ont été obtenus de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA).

Le Kit IP-One HTRF était de CisBio Bioagsa ( Bedf or d, MA, -OSA). L
Myc ®tait produit ~° 9partir doéhybridome de s
Cul ture Coll ection ( Ma n a s sHa setait de Santa THA ) . L

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Laasticorps secondaires assturis conjugué

a Cy5 et antlapin conjugué a Alexa Fluor 488 ont été obtenus de Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc. (West Gr ocBRF1T tPaAA, BWSA)n.e LSee
était de Sigmaldrich (Oakville, QG Canada). Le TransiLT1 était de Mirus Bio LLC

(Madison, WI, USA), et le milieu de culture DMEMd@U | beccods modi ji ed Ez¢
a haut taux de glucose provenait de Invitrogen, Burlington, CanadalLlaif2rine était de

chez Roche (Mississauga, OBanada). La Coelenterazine 400A (DeepBlueC) provenait de
Biotium (Hayward, CA, USA). La poH.-lysine était de Sigmaldrich (Oakville, QC,

Canada). Le milieu de montay&ectashieldétait de Vector Laboratories (Peterborough,

U.K.) et le DAPI (4',6Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate) était de Life Technologies
(Burlington, ON, Canada).

PlasmidesLes plasmides pcDNA&ycCysLTiWT, pcDNA3-mycCysLT:G300S, pCMV
mycCysLTWT et pCMV-mycCysLT>M201V, construits dans notre laboratoire, codent pour

les récepteurs umains CysLTi-WT, CysLT:-G300S, CysLT>-WT, CysLT,-M201V

®t i quet ®s avec | 6®pi tope Myc, r ®s i-glabia,nt s

et sont sous le contréle du promoteur du Ceg mutants ont été générés par mutagenese

a partir du type sauvage)

Des constructions codant pour lesmes récepteurstia ut s mai s ®tiquet ®:
HA au lieu de Myc, ont été réalisées pour les expériences de cytométrie.

Pour les expériences de BRET, des plasmides construits comprennent les genes codant pour
les récepteurs CysLAWT, CysLT-WT, CysLT:1-G300S et CysLFM201V étiquetés avec

| 6®pi tope Myc, ai nsi gue | es c gonmdEs parcleo d an't
promoteur du CMV, st glbbinktiure Sguerce kozak, et résistamts r o n
a la zéocine (plasmide GFP2) ou kanamycine (plasmides RLuc).

Pour les expériences de BiFC, les constructions utilisées codent pour les reécepse-

WT, CysLT>-WT, CysLT:-G300S et CysLFM201V, contrblés par le promoteur du CMV,
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stabilis®s agobitetun@amséquenterkazak, ebrésistlnts a la zéocine. En plus
des récepteurs, les constructions contiennent une moitié de lanprdeifusion Venus,
VenusC ou VenusN.

La construct i on -8dumaip coopldau gene de ladlgcifétasie hiL8Auc (
162/+44) était un cadeau du Dr. Allan R. Brasier (University of Texas Medical Branch,
Galveston, TX).

Constructions plasmidique pour le BRET et BiFC.Les constructions pour le BRET des
récepteurs variants ont été effectuées a partir des constructions des récepteurst@at[Tl>

de type sauvage existantes dans notre laboratoire, étiquetés avec les élén2ptREEE. La
stratégie de clonage consistait a retirer par digestion les inserts codant pour les géenes des
récepteurs variants Cysk-1G300S et CysLZM201V, provenant des constructions pcDNA3
mycCysLTi-G300S et pCMV-mycCysLT>-M201V et les insérer dans le vecteur pGFP
CysLTY/pGFRCysLT2 et pRLucCysLTi/pRLUcGCysLT, auquel on a retiré les genes des
récepteurs CysLiICysLT, de type sauvage. Les inserts ont été amplifiés par PCR grace aux
amorces CysLT : amorce s e n s-atggstiigtgctctatgtced 6 antorce antisens

5 6 g ¢ g gecdttaoatatttectcctt3 6 et |l es & MmD ram@ce sens ybsoL T
acatctgtgaacgttttcatg® 6 et amorce antisens 5 -@cgggtaccttgtttccttictcaaccacaca& 6 .es L
enzymes de restrictionsitilisées étaient Acc65i et Bglll. Apres digestion, ligation et
transfomation bactériennes, les colonies ont été sélectionnées avec Zéocine (pGFP) et
Kanamycine (pRLuc). Ainsi nous avons obtenu les constructions{8y5PT:-G300S pGFR
CysLT>-M201V, pRLueCysLT:-G300S, et pRLUECyYsLT>-M201V.

Dans le cas des constructions ptiBiFC, les récepteurs sont étiquetés avec des moitiés de
protéines de Fusion Venus (VerNset VenusC). La méme stratégie a été utilisée pour les
constructions pour | e BiFC, ©° | o06exception des
amplifier les inserts sont les mémes quelessus. Les enzymes de restriction utilisées pour
extraire |l es inserts ®taient Apal eQysLT™ h e I . L
PGFRCysLT>-M201V et pcDNA3-myc-CysLT1-G300S Les vecteurs receveurs sont pusiN

CyLT: et pVenus@CysLT:. Apres digestion, ligation, transformation et sélectidgacine),

nous avons obtenu les constructions pVenGsNLT:-G300S, pVenushCysLTi-1206S,
pVenusNCysLT,, pVenusNCysLT>-M201V, pVenusGCysLT:-G300S, pVenusysLT:-

1206S pVenusCCysLT,, pVenusCCysLT,-M201V.
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Les vecteurs receveurs sont pVentGIL T et pVenus@CysLT: ont été construits suivant le

m° me type de strat®gi e ®gal ement, qui a consi
plasmides codant pour le récept@ysLT:. Les amorces utilisées étaient pour Venua@orce

s ens -tccabcgtcgtgagcaagggcgaggaeltq et amofsea s - arptoi
cgagcggccgcttdgettgtgggeggtgaB 06 et pour  VenusN amorce -sens
tccaccgcgtcaagaacggcatcaaggcc8abt et a-me n-egadedgocycitacttgtacagcetcgtecat

306. Les enzymes de TrAgebetNoilcti on wutili s®es ®tai
Cellules.Des cellules HEK293 (American Type Culture Collection) ont été mises en culture

dans du milieu DMEM, supplémenté avec 5% FBS g0l pénicilline et streptomycine.

Des transfections transitoires de-LTnGg doéAD]I
coexpression, l e rapport de quantit® dOoADN
récepteurs était de 50:50. Les expériences tnréalisées 24 ou 48h pdsinsfection.

Quatre principales combinaisons de transfections ont été effecOgeisTi-WT+CysLT,-

WT,  CysLT:-WT+CysLT>-M201V, CysLTi-G300SEysLT>-WT et CysLT:-
G300S€ysLT>-M201V.

Expression de surface des récepteurs et lekadants. Les cellules ont été eiansfectées

avec les récepteurs Cysl 8t CysLT, et | eur s mutants, tel qudind
suivantes CysLT1-WT+CysLT-WT, CysLTi-WT+CysLT,-M201V, CysLTi-
G300SELysLT>.WT et CysLTi-G300S€LysLT--M2 0 1 V. ls6deux rédepteurs
transfect®s ®t ai t -Mg alasuged |® seeondeétait dtique®éd aveco p e

| 6®pi tope HA. 48h apr s | a tr aBhwdpeBuffen, | e

Saling, décollées au versene, fixées avec du Parafdéhngde (PFA) 2% pendant 15min a
température ambiante. Ensuite, les cellules ont été lavées puis bloquées avec de la BSA 2%
pendant 30mi n. P a r-cMiycaou antiHA & &¢ ajolitéaaasonide @Img s an
par 16 cellules, pendant une heureednpérature ambiante. Aprés trois lavages de 15min,

| 6anticorps secondaire a ® ® ajout® et | ais
les cellules ont été lavées puis transférées dans des tubes pour FACS pour étre analysées par
un appareil ddalaser FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA,

USA).

Essai de mesure des inositol phosphates (Essabhi). 48h aprés la transfection, les

cellules ont été décollées et 0 doéentre elles sont d®pos®e

banche ° 348 puits. Loexp®rience est effect:
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IP-one. En bref, les cellules sont resuspendues dans un tampon (10mM Hepes, 1mM CaCl
0.5mM MgCh, 4.2mM KCI, 146mM NaCl, 5.5mM glucose, 50mM LICl, pH 7.4), puis
stimulées pendant 30min avec du L@ LTCs a des concentrations croissantes de 0.01 a

1 0 0 n M.-1 ekogénd>fourni par le kit, couplé avec une molécule fluorescente d2, a été

ajout® aux cellules, ensuite coOeaaétéaputé.ant i c
Celuici est étigueté avec un conjugué lumhidd cr ypt at e, qui fera co
produit par |l es cellules. Apr s une heure d

620nm, grace a un lecteur de plague TECAN M1000 (Mammd |, Switzerl and) .
du signal de FRET obtenu est inversement pr
les cellules.

Essai luciféraseLes cellules HEK293 sont mises en culture dans des plaques 24 puits pour

24h. les cellulesont étée rss f ect ®es avec 20ng/ puits d6ADN
r®cepteurs (10ng de chaque r®cepteur) et O0.
d'IL-8 couplé au géne de la luciférase (IL8/luc), en plus deeD.75d 6 agent de tr a
TransIT-LT1. Apres 24h, les cellules sont sevrées pour la nuit avant la stimulation pendant

6h le lendemain avec du LEQ.TDsou £t hanol ( Et OH) . Léacti vi
dans les lysats cellulaires grace au B@#l luciferase system (Promega, Madison, WI).

Essaide saturation en BRETLes cellules sont mises en culture dans des plaques 6 puits,
transfectées avec les ADNs plasmidiques codant pour les récepteurs étiguetés avec soit les
molécules GFP (Green Fluorescent Protein) ou RLuc (Renilla Luciferase). Lat&uant
d6ADN codant pour | e r®cepteur ®tiquet® ave
que celle du récepteur étiqueté avec GFP est croissante (de 6gh @8 apres la
transfection, les cellules sont décollées, lavées, puis resupendues dBSsldyil e glucose

dans une plaque blanche 96 puits. La fluorescence commune (bruit de fond) a été déterminée
par la lecture de la plague sans aucun substrat a 410nm, grace au lecteur de plaque (Fusion
Universal Plate Analyzer). Puis le signal BRET2 essmer ® sui t e ° | 6aj ol
Coelenterazine 400A B/, suivant ces parametregain a 100, voltage a 1100, filtre
dé®mi $41 ®nnmM, et fib515tnme doé®mi ssi on 2

Essai de complémentation (BiFC3000 cellules sont ensemencées sur des lamelles stériles
prétraitées ala Pol.-Lysine 0.1mg/mletalBSA 2 %, pl ac®es dans des
12 puits. Une heure plus tard a 37°C, lorsque les cellules ont adhéré aux lamelles, la
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transfection est effectuée avec les ADNs codant pour les récepteurs étiquetesremal

avec soit | 6unei®s OHDoanerprde®i me de -fusi on
Yell ow Fluorescent Protein) cliv®e au nive
effectuéeavec0.25§ doun r ®cept euN (1458), 0260 ®davecs ¥ean
récepteur étiqueté avec VenrQg159239). 1.51 de TransHLT1 est nécessaire pour chaque
transfection, pour un total de 024h apres la transfection, les cellules sont lavéesdvec
PBS+20mM CaGl puis fixées avec de la PFA 2%, puis marquées au DAPI 0.25mg/ml dans

du milieu Vectashield.

Analyses bieinformatiques (NetPhos2 et Matinspectoripfin de prédire la présence de

sites de phosphorylation dans la structure des réceptmiaste, on a eu recours au logiciel

NetPhos 2.GBlom 1999) Sur le site internethttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetPiola

séquence FASTA des récepteurs CysWMT, CysLT:-G300S et CysLFI206S ont été

fournies Le logicielanalyse les séquences et déterntegnprésence potentielle de sites de
phosphorylation sérine thréonine ou tyrosine, avec une sensibilité all&® a€®6%. Le

nombre deglifférents sites potentiels, leur position, shique le score de phosphorylation
sontgénérs . Les r®sultats de | danalyse sont i1l 1
En ce qui concerne le logiciel Matinspector de Genon{&astharius et al. 2005¢eluiCi

nous permet de prédire les siteslideson de facteurs de tramgation sur le promoteur de

| 6-13LDanscecasi ®gal ement, | a s ®quenRldaétdbBuneTA du
sur le site internet https:/ivww.genomatix.de/?s=eb93717132b5b9dalb7894230377a045

Celleci est analysée et une liste de familles de facteurs de transcription ainsi que leurs

différentes positions sur la séquence du promoteur sont généréagiciel prend en compte

la conservatiomes sites de liaison des facteurs de transcription (classe des vertébrés), avec
un score de similarité avec les séquences de la libdaile75 Les facteurs de transcription
impliqués dans le systeme immunitaire sont illustrés dans la figure 14.

Statigiques. Les analyses statistiques (test t de Student) sont effectuées grace au logiciel
Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
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RESULTATS

Expression de surface des récepteurs CysLIegprimés chez les HE{293

Afin doé®t udi er rédeaeurs Cyglieha CysL%,andus avions ldesom
de les transfecter dans des cellules ne les exprimant pas. Des cellules de la ligr#&@8HEK
ont ®t® transfect®es de fa-on transitoire
surface des récepteua été mesurée par cytométrie en flux, tel que décrit dans la section
Mat ®r i els et M®t hodes. On a voulu savoir si
du second récepteur transfecté et exprimé dans la méme cellule. Pour cela, les réoapteurs s
étiquetés avec deux épitopes difféerents afin de les distinguer. Nous avons transfecté les
récepteurs CysLilde type sauvage etsonvariantCysld3 00 S ®t i quet ®s avec
Myc, avec soit le récepteur Cyst.de type sauvage ou le variant CystM201V, étiquetés
avec | 6®pitope HA. l nver sement , étiquetsscav ons
Myc, avec les récepteurs Cysl,T ®t i quet ®s HA. Ainsi, nous ayv
cMyc et HA, gui correspondebes résultatd des xopr e s s i
expressions sont rapport®s " |l a condition o
transfect® ®quival ente). Comme montr® dans
| 6expression de surifsauset drsqu @eqgpriceavacs €y s
d'"autres r®cepteurs. 1 ndy a pas non plus
CysLT: lorsque les récepteurs Cysigont présents (figure 8B) La pr ®s ence dobtL
type de r ®cept eur detaface ducptemier péaepteut. Ges régpultatsss s i ¢
permettent de nous assurer que les récepteurs ont des niveaux comparables et que les
di ff® ences de signalisation que | 6on pour
| 6expression deerssurface des r ®cep
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2.0

Niveau d'expression

(par rapport au récepteur seul)

Niveau d'expression

(par rapport au récepteur seul)

Figure 8. Expression de surface de récepteurs chez des cellules HE83.

Les cellules ont été transfectées de facon transitoire avec les récepteurs indiqués et
| Operxessi on a ®t ® mesur ®e 48h plus tard par
sont présentés par rapport a la condition de transfection du récepteur individuel, en prenant
en compted quantificationded e x pr e s si o AMydce (I qouREPN toiadeEBalejcd A

A) Co-transfection des réceptel@ysLT: de type sauvage et le variant CystG300S avec

les récepteurs CyslTe type sauvage ou le variant CystM201V. B) Cotransfection des
récepteur€ysLT, de type sauvage et le variant Cysti201V avec les récepteuysLT:

de type sauvage ou le variant CystG300S. (n=3).
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Interaction et dimérisation des récepteurs évaluées par BiFC et BRET

Nous avons émis I'hypothese que la dimérisation des deux variants,:&¥300S
et CysLT-M201V, auraitumr * | e dans | a r®ponse aux cysLTs
pour cela que nous avons effectu® des exp(
r®cepteurs par compl ®mentation bi mol ®cul air
bioluminesente (BRET).

Pour les expériences de BIiFC, la protéine de fusion fluorescente utilisée est la protéine
Venus, une variante mutée plus efficade la protéine YFPYellow Fluorescent Prote)n
Chaque moiti® de Venus, cl i ve®aeun Téceptéua eli de a
guodoindiqu® dans | a section Mat®riels et M®t
reconstitution de | a prot®i ne de fusion flu

assez proches pour pouvoir interagir (distadeelOA). Il est a noter que deux types de

contrOle négatif ont été utilisés | a transfection de | 6une des
fusion seulement ; et | a transfection des d
avec |l e r®wcepteuet dbdautre avec une prot ®in

récepteur, a localisation différente (PTPN2, protéine tyrosine phosphatase non récepteur de
type 2, localisée au réticulum endoplasmique). Les résultats de BiFC montrent que les deux
moitiés, VenusN et VenusC , se reconstituent, | orsqudel |
CysLTs, CysLT: et leurs variants respedifFigure 9A). Cela indique que les récepteurs sont

assez proches pour pouvoir interagir entre eux et dimériser. Domécégreurs CysLiTet

CysLT> de type sauvage, ainsi que les variants Cysk300S et CysLFM201V ont la

capacité de dimériser avec leurs partenaires homologues.

Concernant les résultats de@xpression de récepteurs hétérologues, on a également
reconstiution de la protéine de fusion, ce qui nous mene a la méme conclusion. Les
récepteurs CysLilet CysLT, de type sauvage peuvent hétérodimériser, de méme que leurs
variants CysLT-G300S et CysLFM201V (Figure 9B).Par ailleurs, il est a noter ques
récepeurs sont exprimés de facon ubiquitaire dans la cellule, se retrouvant principalement
autour du noyaugd ans | 6 aGolgicou gtichlum ceredoplasmique. Ceci est di a la
surexpression protéique des récepteurs lors des expériences.

Bien que les résulta de BIFC soient simples a analyser et a interpréter, la

reconstitution de la protéine de fusion est irréversible. De ce fait, on tient moins compte de
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|l a dynamique de | 0interaction. Chest pour
dbdess ai atiod en BRET pour étudier les interactions entre les partenaires de
dimérisation. Le principe de la technique est semblable au Bot€que les molécules GFP

et RLuc sont assez proches (10A ou moins), un signal de BRET2 est obtenypakiassai

desaturation, on soOassure que | O0interaction
dointeraction et de di m®ri sation entre | es
saturation prennent | a forme doéuréda Icyeertb allr

droite, pas de dimérisation.

Les résultats de BRET montrent que les récepteurs Gyst TysLT> de type
sauvage, les variants Cysi-G300S et CysLFM201V interagissent avec leurs partenaires
homol ogues. Ces r ®c e p tirménisersdueaareur prloxamité&c(Bigue c i t ®
10A). Lorsque deux récepteurs différents sont exprimés dans la méme cellule, il est observé
que le récepteur CyskTe type sauvage peut interagir et dimériser avec le récepteur £ysLT
de type sauvage, mais égalenmerec le variant CysLoFM201V (Figures 9 et 10). La méme
chose est montrée concernant le variant Cysk300S, celuci peut dimériser avec les deux
récepteurs CysloT( Fi gure 10B) . La di ff® rence dbéampl
obtenues est due alafdif®r ence dobéex pr e s sipar mppdruau re®meamp t e u r
CysLTi. En effet, le récepteur Cysk €st plus exprimé que le récepteur CyslHar contre,
il est observé que le ratio de BRET est plus élevé pour le récepteur:&y800S que ce
soit enhomo ou hétéralimérisation, suggérant que ce récepteur formerait plus de diméres

avec son partenaire dointeraction.
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