
1 

 



i 

 

 

 

Université de Sherbrooke 

 

 

 

 

 

Caractérisation de variants du récepteur des cystéinyl leucotriènes de type 1, CysLT1-

G300S et CysLT1-I206S 

 

 

 

 

Par 

Louiza Yaddaden 

Programme dôimmunologie 

 

 

 

 

 

Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 

en vue de lôobtention du grade de maître ès sciences (M. Sc.) 

en immunologie 

 

 

 

 

 

 

Sherbrooke, Québec, Canada 

Juillet 2015 

 

 

 

 

 

Membres du jury dô®valuation 

Dr. Jana Stankova, Immunologie  

Dr. Marek Rola-Pleszczynski, Immunologie 

Dr. Denis Gris, Immunologie 

Dr. Jean-Luc Parent, Pharmacologie 

 

 

 

© Louiza Yaddaden, 2015



ii  

 

1RÉSUMÉ 

Caractérisation de variants du récepteur des cystéinyl leucotriènes de type 1, CysLT1-

G300S et CysLT1-I206S 

Par 

Louiza Yaddaden 

Programme dôImmunologie 

 

Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de lôobtention 

du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en Immunologie, Faculté de médecine et des 

sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 

Les cystéinyl-leucotriènes (cysLTs) sont des médiateurs lipidiques pro-inflammatoires 

impliqués dans l'asthme, liant trois récepteurs couplés aux protéines G: CysLT1, CysLT2 et 

GPR99. Des polymorphismes de deux de ces récepteurs, CysLT1-G300S et CysLT2-M201V, 

ont été fortement associ®s ¨ lôatopie, une pr®disposition aux allergies, alors que le 

polymorphisme CysLT1-I206S nôy est pas significativement associ®. Il a ®t® montr® 

précédemment que le variant CysLT2-M201V avait une signalisation diminuée. L'objectif du 

projet était d'étudier la signalisation cellulaire des variants CysLT1-G300S et CysLT1-I206S, 

ainsi que lôinteraction du variant CysLT1-G300S avec le récepteur CysLT2-M201V. 

La lignée cellulaire HEK-293 a été transfectée avec les ADNs plasmidiques codant pour 

des récepteurs de type sauvage et mutants. Lôexpression de surface des r®cepteurs a ®t® 

v®rifi®e par cytom®trie en flux. La production dôinositol phosphates (IPs) et la transactivation 

des promoteurs de lôIL-8 et de lôIL-13 ont été mesurées par essai IP-1 et essai luciférase, 

respectivement, en réponse au LTD4 et LTC4. Ensuite, la phosphorylation de principaux 

effecteurs de signalisation (Erk1/2, p65, p38 et c-Jun) suite ¨ lôactivation des r®cepteurs par 

le LTD4, a ®t® ®valu®e par immunobuvardage Western. Enfin, lôinteraction entre les 

récepteurs a été étudiée par des expériences de BRET (Bioluminescence Resonance Energy 

Transfer) et BiFC (Bimolecular Fluorescent Complementation), en plus dôexp®riences de 

type fonctionnel en co-expression. 

Lôexpression de surface des récepteurs mutants et de type sauvage est équivalente. Le 

variant CysLT1-G300S induit une plus forte production dôIPs et une plus grande 

transactivation des promoteurs de lôIL-8 et de l'IL-13 que le récepteur de type sauvage. De 

plus, la phosphorylation de Erk1/2 est également augment®e par lôactivation de ce variant. 

Par contre, le récepteur CysLT1-I206S ne montre pas de différence significative dans sa 

transduction de signal. La co-expression des récepteurs CysLT1-G300S et CysLT2-M201V 

nôaffecte pas leur expression de surface, mais résulte en une faible transactivation du 

promoteur de lôIL-8 et une production r®duite dôIPs en r®ponse au LTD4. Enfin, les récepteurs 

ont la capacit® dôinteragir et de dim®riser entre eux. 

En conclusion, ces résultats suggèrent que le variant CysLT1-G300S induit une plus forte 

réponse que le récepteur de type sauvage. Cependant, bien quôil puisse dim®riser et interagir 

avec le variant CysLT2-M201V, ce dernier domine la r®ponse combin®e lorsquôil est co-

exprimé avec le variant CysLT1-G300S.  

Mots clés : Cystéinyl-leucotriène, variant, atopie, CysLT1, signalisation, CysLT2, 

interaction. 
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1INTRODUCTION  

Lôinflammation est d®finie par la r®ponse innée du système immunitaire à une agression 

extérieure. Les principaux symptômes, d®crits depuis lôantiquit®, sont la rougeur, la chaleur, 

l'enflure, la douleur, et la perte fonctionnelle (Rather 1971). Ces symptômes impliquent 

principalement des cellules sanguines, les leucocytes, au niveau du tissu endommagé 

essayant dô®liminer lôagresseur et pr®parer le retour ¨ lô®tat stable hom®ostatique (Royston 

1999). 

Ces leucocytes participent ainsi à lôinflammation apr¯s avoir re­u des signaux 

spécifiques. En effet, les cellules endommagées relâchent des molécules appelées médiateurs 

pro-inflammatoires, responsables du bon déroulement des différentes phases de 

lôinflammation : phases vasculaire et cellulaire. La phase vasculaire est caractérisée 

principalement par une vasodilatation, une relâche des médiateurs pro-inflammatoires et 

chimiotactiques, qui vont mener ¨ la seconde phase, cellulaire, o½ lôaction des leucocytes ¨ 

éliminer le corps étranger entre en îuvre (Konttinen et al. 1989).  

Il existe plusieurs classes de molécules pro-inflammatoires impliquées. Elles représentent 

lôune des principales cibles comme voies th®rapeutiques de certaines pathologies. Parmi 

elles, on distingue les amines (histamine, s®rotonineé), les m®diateurs lipidiques 

(prostaglandines, leucotri¯nes, PAFé), les molécules du complément, les cytokines, les 

chimiokines, et les mol®cules dôadh®sion (Gryglewski 1981). Notre étude concerne les 

médiateurs lipidiques, sur lesquels nous allons donc nous concentrer. 

 

1. Les médiateurs lipidiques 

Les médiateurs lipidiques sont une famille de molécules de signalisation intercellulaire, 

impliqu®es dans le syst¯me immunitaire et le maintien de lôhom®ostasie. On leur attribue, 

entre autres, des rôles dans la régulation de la prolifération et différenciation cellulaires, mais 

plus particuli¯rement dans lôinflammation et les réponses immunitaires (Parameswaran et al. 

2007).  
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Ils sont synthétisés, de novo, en réponse à un stimulus, à partir des glycérophospholipides 

de la membrane nucléaire, grâce à une phospholipase A2. Bien quôil existe plusieurs classes 

dôisoformes de cette enzyme (cytoplasmique, s®cr®toire et indépendante du Ca2+), côest la 

phospholipase A2 cytoplasmique, cPLA2Ŭ, qui est lôenzyme cl® de la formation des 

eicosanoïdes, lipides à 20 carbones (Murakami and Kudo 2002). Elle est induite par des 

concentrations micromolaires de calcium et par phosphorylation de sérines par des 

MAPKinases, ce qui m¯ne ¨ lôhydrolyse du lien ester en position sn-2 des phospholipides 

membranaires et ¨ la formation de lôacide arachidonique, ainsi que du lyso-PAF (Scott, 

Bryant, and Bidgood 1999). Ce dernier étant un lyso-phospholipide cytotoxique, il est 

rapidement métabolisé par une acétyl-transf®rase, menant au PAF, le facteur dôactivation 

plaquettaire. Comme son nom lôindique, le PAF induit lôagr®gation plaquettaire ainsi que la 

perméabilité vasculaire, mais aussi la synth¯se de cytokines comme lôIL-

des monocytes et des PMN (polymorphonucléaires) (Zimmerman et al. 2002).  

Lôacide arachidonique, quant ¨ lui, va être le substrat de différentes enzymes, chacune 

conduisant spécifiquement à une famille de médiateurs. Les 12/15-lipoxygénases insèrent 

une mol®cule dôoxyg¯ne aux positions 12 et 15 de lôacide arachidonique et produisent les 

lipoxines et les résolvines, des molécules pro- et anti-inflammatoires, respectivement (Serhan 

2002). Les cyclo-oxygénases 1 et 2, constitutive et inductible, respectivement, insèrent deux 

mol®cules dôoxyg¯ne dans la mol®cule de lôacide arachidonique et forment ainsi des 

endopéroxydes menant à la formation des différentes prostaglandines et du thromboxane, 

dépendamment du type cellulaire, par des prostaglandines synthases. Entre autres, les 

prostaglandines D2, E2, I2 et le thromboxane (TXA2), qui sont principalement associées à la 

douleur, fièvre, perméabilité vasculaire et agrégation plaquettaire (Christie and Henderson 

2002). Pour finir, la voie de la 5-lipoxygénase (5-LO), avec lôaide de la prot®ine 

dô®chafaudage FLAP (Five lipoxygenase activating protein) localisée à la membrane 

p®rinuclaire, va conduire ¨ la formation des leucotri¯nes, une classe dôeicosanoµdes 

découverte chez les leucocytes et possédant 3 doubles liaisons (Borgeat and Samuelsson 

1979; Calabrese et al. 2000). La FLAP est essentielle ¨ lôactivit® de la 5-LO, de par son rôle 

dans la pr®sentation de lôacide arachidonique à cette dernière et la stimulation de la réaction 

enzymatique par la translocation de lôenzyme 5-LO du cytosol vers la membrane nucléaire 

(Cowburn, Holgate, and Sampson 1999). Les leucotriènes sont subdivisés en deux, dôune 
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part, le dihydroxy-leucotriène B4 (LTB4 ; (5S,12R)-dihydroxy-6,14-cis-8,10-trans-

eicosatetraenoic acid), et dôautre part les peptido-leucotriènes, les cystéinyl-leucotriènes 

(cysLTs) LTC4, LTD4 et LTE4 ((5S-hydroxy,6R)-glutathionyl-7,9-trans-11,14-cis-

eicosatetraenoic acid, (5S-hydroxy, 6R)-cysteinylglycyl-7,9-trans-11,14-cis-

eicosatetraenoic acid et (5S-hydroxy, 6R)-cysteinyl-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraenoic 

acid) (Nicosia, Capra, and Rovati 2001). 

Le LTB4 a principalement un rôle chimioattractant des neutrophiles au site 

inflammatoire, mais il serait également impliqu® dans lôadh®sion leucocytaire ¨ 

lôendoth®lium vasculaire et dans lôactivation des monocytes et des cellules T et NK 

(Gaudreault, Stankova, and Rola-Pleszczynski 2005; Stankova, Gagnon, and Rola-

Pleszczynski 1992; Stankova and Rola-Pleszczynski 1992; Yokomizo 2015). Quant aux 

cysLTs, plusieurs rôles leur sont attribués, entre autres la bronchoconstriction (Samuelsson 

et al. 1980) et l'activation des monocytes/macrophages, et des lymphocytes T et B 

(Lamoureux, Stankova, and Rola-Pleszczynski 2006; Poulin et al. 2011; Thompson et al. 

2006).  

 

 
Figure 1. Cascade de l'acide arachidonique. 

Lôacide arachidonique est le pr®curseur de plusieurs classes de m®diateurs lipidiques, entre 

autres, les leucotriènes. 
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2. Les cystéinyl-leucotriènes 

Un intérêt particulier est porté aux cysLTs, vu leur grande implication dans les 

mécanismes physiopathologiques de plusieurs maladies, dont lôasthme et la rhinite allergique 

(Haeggstrom and Wetterholm 2002). 

2.1.Synthèse et métabolisme 

La 5-lipoxyg®nase, lôenzyme responsable de la synth¯se des leucotri¯nes, produit 

consécutivement, ¨ partir de lôacide arachidonique, le 5-HPETE (5S-hydroperoxy-6-trans-

8,11,14-cis-eicosatetraenoic acid), par lôincorporation dôun oxyg¯ne, puis le premier 

leucotriène, LTA4 (5,6-trans-oxido-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraenoic acid)  par 

déshydratation, dans les cellules myéloïdes. Pour une activité maximale, la 5-LO requiert à 

la fois du calcium et de lôATP pour agir sur lôacide arachidonique; elle est stimul®e par les 

hyperoxydes et la phosphatidylcholine (Wenzel 1997). À partir du LTA4 nouvellement 

produit, la LTA4 hydrolase produira le LTB4, alors que la LTC4 synthase produira le LTC4, 

par incorporation dôun groupement glutathion. Par la suite, le LTC4 est exporté via un 

transporteur au niveau extracellulaire, l¨ o½ des peptidases, ɔ-glutamyl-transpeptidase et 

dipeptidase, mèneront au LTD4 puis au LTE4 (Sala, Folco, and Murphy 2010).  

Ces trois derniers forment la classe des cysLTs, nommés ainsi par la présence de cystéine 

dans leurs structures chimiques. Ils furent, au moment de leur découverte dans les années 70, 

associés ensemble au même compos®, la substance lente dôanaphylaxie, SRS-A (slow 

reacting substance of anaphylaxis), responsable de la contraction de cellules musculaires 

lisses (Brocklehurst 1970). Il sôest av®r® quôil sôagissait des cysLTs (Abe and Yoshimoto 

2004).  

Ceux-ci sont produits par la plupart des cellules inflammatoires présentes ou recrutées 

dans les voies respiratoires telles que les éosinophiles, les basophiles, les mastocytes et les 

macrophages alvéolaires (Nicosia, Capra, and Rovati 2001). 

Certaines cellules ne possédant pas la machinerie nécessaire à la production du LTA4, 

profitent de lôenvironnement cellulaire pour produire les leucotriènes : côest le m®tabolisme 

transcellulaire. Le LTA4 produit par les neutrophiles va être transféré aux cellules 

endothéliales et plaquettes voisines où une glutathion-transférase microsomale (MGTII-
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microsomal glutathione transferase II) va mener à la formation du LTC4. Subséquemment, 

le LTD4 et LTE4 seront produits grâce aux peptidases extracellulaires (Folco and Murphy 

2006). De ce fait, les cellules endothéliales et les plaquettes ont également la capacité de 

produire les cysLTs et ainsi participer à la réaction inflammatoire. 

En ce qui concerne lô®limination des cysLTs, leur catabolisme peut se faire de différentes 

manières, en plus de la conversion du LTC4 et du LTD4 en LTE4. Au niveau extracellulaire, 

des myéloperoxydases dépendantes de H2O2 et chlorures forment des sulfoxydes de 

leucotriènes. Au niveau intracellulaire, les cysLTs sont ɤ-hydroxylés, comme le LTB4, puis 

carboxyl®s et ɓ-oxydés. Pour finir, le LTE4 subit une N-acétylation, et les dérivés produits 

sont retrouv®s dans lôurine (Keppler et al. 1992). 

 

Figure 2.  Synthèse des cystéinyl-leucotriènes. 

La 5-lipoxyg®nase est lôenzyme-clé à la synthèse des leucotriènes.  
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2.2.Implication en physiopathologie 

2.2.1. Asthme, rhinite allergique et atopie 

Lôasthme est lôune des maladies respiratoires les plus r®pandues avec pr¯s de 235 millions 

de personnes atteintes dans le monde (WHO 2013). Douze pour cent de population 

canadienne adulte serait atteinte contre 8% des enfants (HealthCanada 2009). 

Côest une pathologie inflammatoire chronique des voies respiratoires, déclenchée par 

lôexposition ¨ certains allerg¯nes ou des irritants de l'environnement, menant principalement 

à une hyperréactivité des voies respiratoires et une difficulté à respirer (AHR ; Airway 

Hypersensibility Responsiveness) (Halayko and Amrani 2003). Les caractéristiques de la 

phase aig¿e de lôasthme sont une broncho-constriction, une exsudation de plasma, une 

hypersécrétion de mucus, suivie d'un remodelage des structures broncho-alvéolaires à plus 

long terme (Fahy, Corry, and Boushey 2000). La pathologie est un désordre immun de type 

Th2 caract®ris® par lôinstallation dôune inflammation et la pr®sence des lymphocytes T helper 

CD4+, des mastocytes et des éosinophiles (Hamid et al. 2003). Ce d®sordre nôest pas 

réversible, la thérapie se basant donc sur la réduction de la phase aigüe et la prévention de la 

chronicité.  

Il a été démontré que les cysLTs jouaient un grand rôle dans la physiopathologie de 

lôasthme. Ils seraient 10 000 fois plus efficients que lôhistamine, en termes de broncho-

constriction. Ils seraient impliqu®s dans lôaugmentation de la perm®abilit® vasculaire, 

formation dôîd¯me, recrutement dôéosinophiles, hypersécrétion de mucus et prolifération 

cellulaire (James, Pare, and Hogg 1989). 

Quant à la rhinite allergique, les principaux sympt¹mes sont lôobstruction nasale, 

rhinorrhée et démangeaisons nasales suite à une exposition à des allergènes. Plusieurs 

cellules impliquées dans la physiopathologie de la rhinite allergique produisent des cysLTs 

(Figueroa et al. 2003). En effet, une augmentation de la production de LTC4 et LTE4 a été 

observée chez des patients exposés à des allergènes (Peters-Golden and Henderson 2005).  

Comme thérapie, des anti-leucotriènes sont utilisés comme traitement de troisième ligne 

apr¯s les corticost®roµdes et les ɓ2-agonistes. On distingue principalement deux processus : 
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lôinhibition de la synth¯se des leucotri¯nes, par exemple le Zileuton ciblant la 5-LO; et 

lôantagonisme des récepteurs des cysLTs comme le Montelukast. Ces traitements ont prouvé 

leur efficacit® en clinique contre lôasthme et la rhinite allergique (Adelroth et al. 1986). 

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

du d®veloppement de lôasthme. Le plus important est lôatopie, qui est une pr®disposition 

génétique à développer des allergies, plus précisément, une tendance à produire de grandes 

quantit®s dôIgE en r®ponse aux allerg¯nes (Sears et al. 1991). Lôatopie est h®r®ditaire et peut 

être asymptomatique. De ce fait, une personne allergique est atopique, mais une personne 

atopique nôest pas forc®ment allergique. Les facteurs environnementaux contribuent ¨ 

lôinstallation de lô®tat allergique. Les principales manifestations de lôatopie sont ®videmment 

lôasthme allergique, la rhinite allergique et la dermatite atopique (Custovic, Lazic, and 

Simpson 2013). 

2.2.2. Autres pathologies 

Les cysLTs sont également impliqués dans plusieurs autres pathologies, autres que 

lôasthme et la rhinite allergique. Les patients avec dermatite atopique, qui est une pathologie 

inflammatoire chronique de la peau, ont vu leurs symptômes réduits suite à un traitement aux 

anti-leucotriènes. Des niveaux élevés de LTE4 urinaire ont été observés chez ces patients 

avant le traitement (Fauler et al. 1993). 

Au niveau du système cardio-vasculaire, les cysLTs sont très impliqués 

physiologiquement, principalement dans la constriction des micro-vaisseaux, la perméabilité 

augmentée des veinules post-capillaires, le flux sanguin et la contractilité myocardique 

réduits, et ceci sans aucun effet sur le rythme cardiaque (Vigorito et al. 1997). À ce niveau, 

les cysLTs sont produits par les cellules endothéliales par un métabolisme transcellulaire. 

Des niveaux augmentés de LTE4 ont été rapportés chez des patients avec un infarctus du 

myocarde, angine instable ou des maladies coronariennes (Carry et al. 1992; Allen et al. 

1993). 

Quant au système nerveux central, les cysLTs y sont également présents. Ceux-ci sont 

détectés dans le liquide céphalo-rachidien lors dôisch®mies c®r®brales, ce qui sugg®rerait un 

r¹le dans cette pathologie, caract®ris®e par une augmentation dans la synth¯se dôoxyde 
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nitrique (NO), de radicaux libres et dôacide glutamique menant à un processus inflammatoire 

et à une neuro-toxicité (Love 1999). 

En ce qui concerne le cancer, des études ont montré que le LTD4 régulait la survie et la 

prolifération de cellules cancéreuses de côlon (Massoumi et al. 2003). Par ailleurs, le LTD4 

transactive le PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) dans les cellules mésangiales 

(McMahon et al. 2002) et induit la prolifération des cellules musculaires lisses pulmonaires 

via la transactivation dôEGFR (epidermal growth factor receptor) et la génération de dérivés 

r®actifs de lôoxyg¯ne (Ravasi et al. 2006).  

Au niveau dôautres pathologies, lôaugmentation des niveaux de LTE4 excrété reste un 

phénomène suggérant un rôle pour les cysLTs, bien que celui-ci ne soit pas encore clair et 

élucidé. On peut citer, comme exemple, la cystite interstitielle (Bouchelouche et al. 2001), 

la fibrose hépatique et la cirrhose (Uemura et al. 2002), la fibrose kystique (Sampson et al. 

1990) et la bronchopneumopathie chronique obstructive (COPD; chronic obstructive 

pulmonary disease) (Montuschi et al. 2003). 

 

3. Les Récepteurs des cystéinyl-leucotriènes: CysLT1 et CysLT2 

Les cysLTs engendrent leurs différents effets physiologiques et physiopathologiques, via 

lôactivation des r®cepteurs cellulaires situ®s ¨ la surface de leurs cellules cibles. ê ce jour, 

trois récepteurs des cysLTs ont été caractérisés : les récepteurs CysLT1, CysLT2 et GPR99. 

Jusquô¨ tout r®cemment, il nôy avait que les deux r®cepteurs CysLT1 et CysLT2 qui étaient 

connus. La classification se basait sur la sensibilité aux antagonistes dits classiques, tels que 

le Montelukast. Le récepteur CysLT1 est sensible au Montelukast, alors que le CysLT2 ne 

lôest pas (Evans 2002).  

Les récepteurs CysLT1 et CysLT2 ont été beaucoup étudiés, principalement le récepteur 

CysLT1, étant le récepteur principalement responsable des effets des cysLTs dans les voies 

aériennes. Il est donc la cible de plusieurs antagonistes utilisés dans le traitement des maladies 

telles que lôasthme (Aharony 1998). Le récepteur GPR99, récepteur du LTE4, a été 

caractérisé en 2013 et, de ce fait, très peu de choses sont connues quant à son affinité ou sa 
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signalisation cellulaire (Back et al. 2014). Lôaccent sera donc plus port® sur les r®cepteurs 

CysLT1 et CysLT2. 

3.1.Structure 

Les récepteurs CysLT1 et CysLT2 sont des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). 

Ces récepteurs étaient, anciennement, les récepteurs GPCR orphelins HG55 et HG57, qui ont 

été par la suite caractérisés en tant que récepteurs des cysLTs (Lynch et al. 1999; Heise et al. 

2000).  

Ce sont donc des récepteurs à sept domaines transmembranaires, avec deux queues, C-

terminale intracellulaire et N-terminale extracellulaire. Ils appartiennent à la classe A des 

GPCR, telle que la rhodopsine, partageant ainsi certaines caractéristiques de cette famille, en 

termes de structure. Des modifications post-traductionnelles des récepteurs servent à la 

r®gulation ®troite de lôactivit® des GPCR, telles que la glycosylation et la phosphorylation. 

Les récepteurs possèdent quatre sites potentiels de glycosylation. Le récepteur CysLT1 en 

possède un sur la queue N-terminale, deux sur la 2nde boucle et un sur la 3ème boucle 

extracellulaires. Le récepteur CysLT2 en possède trois sur la queue N-terminale et un sur la 

2nde boucle extracellulaire (Lynch et al. 1999; Heise et al. 2000). Quant à la phosphorylation, 

celle-ci a un rôle dans la d®sensibilisation et lôinternalisation des récepteurs GPCR (Latek et 

al. 2012). Les récepteurs CysLT1 et CysLT2 possèdent également des sites potentiels de 

phosphorylation pour les kinases PKA et PKC. Le récepteur CysLT1 en possède sur les 2nde 

et 3ème boucles intracellulaires, ainsi que sur la queue C-terminale. Alors que le récepteur 

CysLT2 en possède sur les 1ère, 2nde et 3ème boucles intracellulaires, en plus de la queue C-

terminale (Lynch et al. 1999; Heise et al. 2000). 

Bien quôils lient les m°mes ligands, les deux r®cepteurs CysLT1 et CysLT2 partagent 

seulement 38% dôhomologie structurale. Par contre, ces récepteurs ont été bien conservés 

durant lô®volution, avec 87 et 74% dôhomologie Homme-souris (Figueroa et al. 2001; Heise 

et al. 2000). La majorité des GPCR liant des lipides sont relativement petits en taille, de 300 

à 400 acides aminés. En effet, le récepteur CysLT1 est formé de 337 acides aminés pour une 

protéine de 38 kDa, et le récepteur CysLT2 de 346 acides aminés pour un poids moléculaire 

de 58 kDa. Les gènes codant pour les récepteurs CysLT1 et CysLT2 sont situés sur les 

chromosomes X et 13, aux locus Xq13-q21 et 13q14, respectivement, chez l'homme. Cela 
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suggère une possible différence entre les hommes et les femmes pour le récepteur CysLT1 

(Sarau et al. 1999; Takasaki et al. 2000). 

 

 
Figure 3. Structure schématique des récepteurs CysLT1 et CysLT2. 

Structure en acide aminés des récepteurs CysLT1 (337aa) et CysLT2 (346aa) avec les sites 

de glycosylation potentiels. (Inspiré de (Heise et al. 2000)). 
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3.2.Expression et régulation 

Les différents effets attribuables aux cysLTs via le récepteur CysLT1 sont dépendants de 

la localisation. Des analyses par buvardage Northern montrent une expression dans différents 

organes : le poumon, la rate, le pancréas, le placenta, la prostate et le petit intestin (Lynch et 

al. 1999; Sarau et al. 1999). Au niveau du poumon, lôorgane o½ il est le plus exprim®, le 

récepteur CysLT1 se retrouve dans les cellules musculaires lisses bronchiques et les 

macrophages alvéolaires (Figueroa et al. 2001). Les cellules sanguines circulantes expriment 

également le récepteur CysLT1 à leur surface, telles que les éosinophiles, les basophiles, les 

monocytes, les mastocytes, les lymphocytes B, les lymphocytes T (principalement les 

cellules Th2) et les cellules précurseurs CD34+ (Figueroa et al. 2001; Mellor et al. 2001; 

Lamoureux, Stankova, and Rola-Pleszczynski 2006; Thivierge et al. 2015; Parmentier et al. 

2012). Le récepteur CysLT1 est aussi retrouvé au niveau des cellules endothéliales de la veine 

de cordon ombilical humain (HUVEC) (Sjostrom et al. 2001). 

Quant au récepteur CysLT2, des exp®riences dôhybridation in situ ont montr® que celui-

ci est retrouv® au niveau des cellules de Purkinje du cîur et des cellules chromaffines de la 

glande surrénale (Heise et al. 2000). Il a également été retrouvé au niveau du cerveau, du 

placenta, de la rate et du poumon (Takasaki et al. 2000). Au niveau du poumon, il est 

fortement exprimé par les macrophages interstitiels et plus faiblement par les cellules 

musculaires lisses (Nothacker et al. 2000). Les leucocytes expriment également le récepteur 

CysLT2, dans une plus grande proportion par les éosinophiles et les monocytes, mais 

également par les mastocytes (Mellor et al. 2003). Tout comme le récepteur CysLT1, le 

récepteur CysLT2 est également exprimé par les cellules HUVEC (Sjostrom et al. 2003). 

Dôun autre c¹t®, ¨ ce jour les quelques ®tudes sur le GPR99, le troisi¯me r®cepteur des 

cysLTs ont montré que ce récepteur est retrouvé dans le rein et le placenta (Wittenberger et 

al. 2002), et dans les éosinophiles en circulation (Steinke et al. 2014). 

Dans un environnement inflammatoire cytokinique, les deux récepteurs CysLT1 et 

CysLT2 voient leur expression basale modulée par différentes molécules dépendamment du 

type cellulaire. En effet, lôexpression du r®cepteur CysLT1 peut être régulée à la hausse sous 

lôeffet de cytokines de type Th2, telles que lôIL-5 chez les cellules éosinophiliques HL-60 

(Thivierge et al. 2000), ainsi que lôIL-4 et lôIL-13 au niveau des monocytes et des 
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macrophages (Thivierge, Stankova, and Rola-Pleszczynski 2001). Lôexpression de CysLT1 

chez les lymphocytes B et T est aussi augment®e par lôIL-4 (Early et al. 2007; Parmentier et 

al. 2012; Lamoureux, Stankova, and Rola-Pleszczynski 2006). Cette dernière jouerait son 

rôle de régulateur via STAT-6, qui se lie à une région proximale du promoteur du gène du 

récepteur CysLT1 (Woszczek et al. 2005). Le r¹le de lôIL-13 dans lôaugmentation de 

lôexpression du r®cepteur CysLT1 a été également rapporté dans des fibroblastes pulmonaires 

(Chibana et al. 2003) et chez les éosinophiles (Early et al. 2007). Au niveau des cellules 

musculaires lisses bronchiques, lôIL-13, de même que le TGF-ɓ, induisent lôaugmentation de 

lôexpression de CysLT1 (Espinosa et al. 2003). Il a été aussi documenté, que chez les 

HUVEC, lôexpression du r®cepteur CysLT1 est modul®e ¨ la hausse par lôIL-1ɓ (Gronert et 

al. 2001). Bien quôil soit connu pour °tre une cytokine anti-inflammatoire, lôIFN-ɔ aurait un 

r¹le de r®gulation ¨ la hausse de lôexpression r®cepteur CysLT1 chez les myocytes 

pulmonaires (Amrani et al. 2001). 

Pour ce qui est de la régulation à la baisse, des données indiquent que le LPS, un agoniste 

du récepteur TLR4 (Toll-Like 4), diminuerait lôexpression du r®cepteur CysLT1 lors de la 

maturation des cellules dendritiques dérivées des monocytes (Thivierge, Stankova, and Rola-

Pleszczynski 2006). Le Zymosan, un agoniste du récepteur TLR2 (Toll-Like 2), produit le 

m°me effet, avec lôimplication de lôIL-10 et de la prostaglandine PGE2 (Thivierge, Stankova, 

and Rola-Pleszczynski 2009).  

Lôexpression du r®cepteur CysLT2 est également modulée à la hausse par plusieurs 

cytokines. Au niveau des monocytes, ®osinophiles et lymphocytes B et T, lôexpression du 

récepteur CysLT2 est modulée à la hausse par lôIL-4 et lôIFN-ɔ (Early et al. 2007; Fujii, 

Tanaka, and Abe 2005). En plus de ces types cellulaires, lôIL-4 induit une augmentation de 

lôexpression de CysLT2 chez les mastocytes et les HUVEC (Mellor et al. 2003; Lotzer et al. 

2003). Il a aussi ®t® montr® que lôIFN-ɔ induisait une expression augment®e chez les cellules 

endothéliales (Woszczek et al. 2007). Au niveau des monocytes, une augmentation de 

lôexpression du CysLT2 est observée suite à une stimulation au LTD4, ¨ lôIL-4 et ¨ lôIL-13 

(Shirasaki et al. 2007). Ce dernier, joue un r¹le dans la hausse de lôexpression du r®cepteur 

chez les éosinophiles également (Early et al. 2007). De plus, chez les cellules dendritiques 
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d®riv®es des monocytes, lôexpression serait augment®e aussi suite ¨ une stimulation au LPS 

(Thivierge, Stankova, and Rola-Pleszczynski 2006). 

Le récepteur CysLT2 voit son expression régulée à la baisse, tout comme le récepteur 

CysLT1. En effet, chez les HUVEC, les cytokines TNF-Ŭ et IL-1ɓ font diminuer lôexpression 

du récepteur, au même titre que le LPS (Sjostrom et al. 2003). 

Tableau 1. R®gulation de lôexpression des r®cepteurs CysLT1 et CysLT2. 

 

Récepteur CysLT1 Récepteur CysLT2 

Cytokines/ 

agonistes 
Cellules cibles 

Cytokines/ 

agonistes 
Cellules cibles 

Hausse 

(+) 

IL-13 

Monocytes, 

macrophages, 

éosinophiles, 

fibroblastes 

pulmonaires, cellules 

musculaires lisses 

bronchiques (CMLB) 

IL-4 

Monocytes, 

éosinophiles, 

mastocytes, 

lymphocytes B et T, 

HUVEC 

IL-4 

Monocytes, 

macrophages, 

lymphocytes B et T 

IFN-ɔ 

Monocytes, 

éosinophiles, 

lymphocytes B et T, 

cellules endothéliales 

IL-5 
Cellules HL-60 

(éosinophiles) 
IL-13 

Monocytes, 

éosinophiles 

IFN-ɔ CMLB LTD4 Monocytes 

TGF-ɓ CMLB 
LPS CDDM 

IL-1ɓ HUVEC 

Baisse 

(-) 

LPS 

Cellules dendritiques 

dérivées de monocytes 

(CDDM) 

IL-1ɓ HUVEC 

TNF-Ŭ HUVEC 

Zymosan CDDM LPS HUVEC 

 

 

3.3.Agonistes et antagonistes 

Les cysLTs (LTC4, LTD4 et LTE4) sont les ligands des récepteurs CysLT1 et CysLT2, 

mais ces derniers ont des affinités différentes pour leurs ligands. Le récepteur CysLT1 a été 

longtemps identifié comme le récepteur du LTD4, dû à sa haute affinité pour celui-ci. Le Kd 

(constante de dissociation) du LTD4 est de lôordre du nanomolaire (10
-9M). Alors que le LTC4 
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lie plus faiblement le récepteur CysLT1 avec un Kd de 10-8M. Quant au récepteur CysLT2, 

celui-ci lie de façon équivalente le LTD4 et le LTC4 avec un Kd de 10-8M. Ces données ont 

été obtenues par des essais de mobilisation de calcium et essais de liaison dans différents 

types cellulaires (COS-7, HEK-293, tissus pulmonaires) (Lynch et al. 1999; Sarau et al. 

1999). Les deux récepteurs lient très faiblement le LTE4, ce dernier étant le moins puissant 

des agonistes, et seulement un agoniste partiel (Labat et al. 1992). Lôordre dôaffinit® pour le 

récepteur CysLT1 est donc LTD4>LTC4>>LTE4, et pour le récepteur CysLT2 est 

LTC4=LTD4>>LTE4 (Lynch et al. 1999; Heise et al. 2000).  

Lôint®r°t du d®veloppement dôantagonistes de r®cepteurs des cysLTs est principalement 

leur effet b®n®fique dans le traitement de lôasthme et la rhinite allergique. Bien que dôautres 

moyens de traitement existent comme des inhibiteurs de lôenzyme 5-LO (Zileuton), les 

bronchodilatateurs et les corticostéroïdes, les antagonistes des récepteurs des cysLTs sont 

toujours utilis®s en seconde ligne de traitement, pour le traitement du fond de lôasthme ¨ long 

terme. Les antagonistes mis sur le marché sont des antagonistes spécifiques du récepteur 

CysLT1. Ils pr®sentent des avantages comme la facilit® dôadministration et lôabsence dôeffets 

secondaires. Les principaux antagonistes du récepteur CysLT1 sont les antagonistes dits 

classiques, le Montelukast, Pranlukast et Zafirlukast (Capra et al. 2006).  

Lôefficacit® des antagonistes a été prouvée par plusieurs études, sans oublier le fait que 

les antagonistes ont ®t® d®velopp®s avant de conna´tre les m®canismes dôaction des cysLTs. 

En effet, lôadministration dôantagonistes de CysLT1 à des souris développant des symptômes 

asthmatiques r®duit lôexsudation de plasma ainsi que les niveaux de VEGF (Lee et al. 2004). 

Par ailleurs, le Montelukast inhibe la mobilisation de calcium via les nucléotides chez la 

lignée cellulaire U937. Il a également été montré une interaction fonctionnelle des deux 

antagonistes Montelukast et Pranlukast sur les récepteurs purinergiques P2Y (Mamedova et 

al. 2005). Le Pranlukast, de même que le MK-571, inhibent lôactivation de NF-əB et la 

production dôIL-6 chez les cellules T et les monocytes/macrophages humains (Ichiyama et 

al. 2003). Le Pranlukast atténue également la production de TNF-Ŭ et la translocation de NF-

əB chez les monocytes de patients asthmatiques atopiques (Tomari et al. 2003) et la 

production dôIL-5 (Fukushima et al. 2005).  
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Il existe également le BAYu9773, qui est un antagoniste non sélectif des récepteurs 

CysLT1 et CysLT2. Il a ®t® jusquô¨ tout r®cemment le seul moyen de bloquer le r®cepteur 

CysLT2. Le Cay10633 ou BayCyLT2, est un nouvel antagoniste sélectif pour le récepteur 

CysLT2 avec un IC50 de 35nM, mais supérieur à 10000nM pour le récepteur CysLT1 (Wunder 

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 antagonistes du CysLT1 ont 

été reportés: Dans une étude sur le muscle lisse bronchique humain, une puissance égale du 

Zafirlukast et Pranlukast dans lôinhibition de la contraction induite par le LTD4 a été 

d®montr®e. Dans la m°me ®tude, la synth¯se induite dôEGF par le LTD4 est inhibée par le 

Pranlukast, mais inchang®e sous lôaction du Zafirlukast (Panettieri et al. 1998). Une autre 

®tude chez lôhumain (membranes de parenchyme de poumon) utilisant des agonistes triti®s, 

a montr® que lôantagoniste Pranlukast d®place autant le LTC4 que le LTD4 liés au récepteur, 

alors que le Zafirlukast déplaçait seulement le LTD4. Au vu de ces différents effets, ces 

résultats suggèrent que les antagonistes ont une signalisation biaisée, par une probable 

dim®risation des r®cepteurs ou lôimplication dôautres r®cepteurs (Ravasi et al. 2000). 

 

Tableau 2. Agonistes et antagonistes des récepteurs CysLT1 et CysLT2. 

 Agoniste EC50 (en nM) Antagonistes IC50 (en nM) 

CysLT1 

LTD4 

LTC4 

LTE4 

0.9  Ñ 0.1 

43  Ñ 4 

104  Ñ 6 

Montelukast 

Pranlukast  

Zafirlukast  

BAY u9773 

Cay10633 

3.4 

5.8 

2.3 

440  Ñ 182 

>10 000 

CysLT2 

LTC4 

LTD4 

LTE4 

8.9  Ñ 1.4 

4.4  Ñ 0.2 

293  Ñ 37 

Montelukast 

Pranlukast  

Zafirlukast 

BAY u9773 

Cay10633 

>10 000 

>1000 

>5000 

300  Ñ 92 

35 
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4. Signalisation cellulaire des récepteurs CysLT1 et CysLT2 

4.1.Induction de cytokines 

Les cysLTs LTC4 et LTD4 induisent via leurs récepteurs la production de diverses 

cytokines par des mastocytes pré-induits par lôIL-4, telles que lôIL-5, le TNFŬ, et le MIP-1ɓ 

(Mellor, Austen, and Boyce 2002). 

Les cysLTs induisent également la production de MCP-1, chez la lignée monocytaire 

THP-1 pré-induite par lôIL-4 (Ichiyama et al. 2005; Woszczek et al. 2005), ainsi que les 

monocytes et les macrophages via les voies MAPKinases Erk1/2 et JNK, et la voie NF-əB 

(Hashimoto et al. 2009). Il a aussi été montré au niveau du même type cellulaire, que 

lôactivation des récepteurs induit la production de MMP-9 (Ichiyama et al. 2007). 

Le récepteur CysLT1 régule les fonctions des cytokines IL-13 et éotaxine lors de 

lô®osinophilopoµ¯se et de la diff®renciation des ®osinophiles induits par lôIL-5, au niveau de 

la moelle osseuse murine (Queto et al. 2010). Par ailleurs, le LTD4 promeut la production de 

la neurotoxine dérivée des éosinophiles EDN (eosinophil derived-neurotoxin), ainsi que la 

rel©che dôautres cytokines telles que le TGF-ɓ1 ainsi que lôIL-4 (Ohshima et al. 2002; Kato 

et al. 2005; Bandeira-Melo et al. 2002). 

De plus, une étude récente a démontré que le LTD4 et lôIL-13 coopèrent à lôaugmentation 

de la rel©che de lô®otaxine-3 par les cellules épithéliales pulmonaires (Provost et al. 2012). 

Dans un modèle asthmatique murin, il a été montré que les cysLTs activent le facteur de 

transcription NF-əB et induisent ainsi la production de RANTES (regulated on activation, 

normal T cell expressed and secreted) au niveau de cellules mononuclées pulmonaires 

isol®es. Ceci m¯nerait ¨ la migration des ®osinophiles et ¨ lôactivation des cellules T dans les 

poumons (Kawano et al. 2003).  

Au niveau de lô®pith®lium pulmonaire, le LTC4 (Perng et al. 2006) de même que le LTD4 

(Bosse et al. 2008) induisent la production du TGF-ɓ1 via la voie p38 kinase, ce qui m¯nerait 

à une prolifération des cellules musculaires lisses. Les cysLTs induisent également la 

production de VEGF chez des monocytes humains et des cellules musculaires lisses 

bronchiques, via le récepteur CysLT1 avec lôimplication de JNK, Erk1/2, le complexe AP-1 
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et Sp1. Cela suggère un rôle du récepteur dans le processus angiogénique du remodelage 

tissulaire dans lôasthme (Poulin et al. 2011). 

Des données de notre laboratoire, chez les lignées cellulaires HEK-293 et THP-1, ainsi 

que chez des monocytes humains, ont r®v®l® que lôactivation des r®cepteurs CysLT1 et 

CysLT2, induit la production dôIL-8, la principale cytokine impliquée dans la chimiotaxie, 

via les facteurs AP-1 (activator protein-1) et NF-əB (Thompson et al. 2006; Thompson, 

Cloutier, et al. 2008). De plus, la pro-protéine convertase, furine, est également induite par 

le LTD4 par lôactivation du r®cepteur CysLT1 (Thompson, McMahon, et al. 2008). 

4.2.Activation de récepteurs 

Les récepteurs CysLT1 et CysLT2 font partie de la grande famille des récepteurs couplés 

aux protéines G (GPCR). La liaison des agonistes aux récepteurs induit un changement 

conformationnel de ces derniers, ce qui r®sulte en lôactivation dôune prot®ine G. 

Les protéines G sont des complexes hétérotrimèriques, composés de trois sous-unit®s Ŭ, 

ɓ et ɔ. La sous-unit® Ŭ poss¯de un site de liaison pour le GDP/GTP et est responsable de 

lôactivit® GTPasique de la prot®ine G, ainsi que sa sp®cificit® fonctionnelle. Il existe quatre 

familles de sous-unit®s Ŭ, subdivis®s selon leur homologie structurale et leurs enzymes 

effectrices : les membres de la famille GŬs activent principalement lôad®nylyl cyclase (AC); 

alors que les membres de la famille GŬi inhibent lôAC ou activent la phosphodiestérase de la 

GMPc ; la famille GŬq/11 est reli®e ¨ lôactivation de la phospholipase Cɓ ; la famille GŬ12/13 

regroupe les protéines activant Rho-GEF (Tesmer 2010). Le complexe ɓɔ est responsable de 

la localisation du complexe ¨ la membrane plasmique ainsi que la r®gulation de lôactivation 

de la prot®ine G tel que dôassurer un couplage efficace avec le r®cepteur, mais ce complexe 

peut également interagir avec des protéines effectrices. La protéine G est attachée à la 

membrane plasmique par des modifications lipidiques aux deux extrémités N et C-terminales 

(groupement myristoyl, palmitoyl, farnésyl ou géranylgéranyl) (Bouvier 2001). 

ê lô®tat inactif, la sous-unit® Ŭ de la prot®ine G est li®e ¨ un GDP avec une grande affinit®. 

Suite ¨ lôactivation du r®cepteur par la liaison du ligand, le changement conformationnel de 

celui-ci induit une perte dôaffinit® du GDP pour le site de liaison et se dissocie de la sous-

unité, ce qui favorise la liaison avec le GTP intracellulaire, qui entraîne la dissociation du 
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complexe récepteur-protéine G afin de libérer les sous-unit®s Ŭ et ɓɔ qui interagiront avec les 

effecteurs correspondants. Par la suite, le GTP sera hydrolysé en GDP par la sous-unit® Ŭ 

gr©ce ¨ son activit® GTPasique, ainsi quô¨ lôaide de prot®ines GAP (GTPase-activating 

protein) qui accélèrent 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 CysLT1 et CysLT2 

se couplent aux sous-unit®s GŬq/11 et GŬi, lôune insensible et lôautre sensible ¨ la toxine 

pertussique (PTX), respectivement. En 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 THP-1 ont montr® lôimplication de ces sous-unités de protéines G (Sarau et al. 1999; 

Hoshino, Izumi, and Shimizu 1998). 

4.3.Voies de signalisation impliquées 

Suite ¨ lôactivation des sous-unit®s Ŭ des prot®ines G coupl®s aux r®cepteurs CysLT1 et 

CysLT2, des protéines effectrices entrent en jeu et enclenchent diverses cascades de 

signalisation. 

Chez la lignée épithéliale intestinale Int407, la prolifération cellulaire est induite par 

lôactivation de la voie MAPKinase Erk1/2 via GŬi, d®pendante de PKCŮ suite ¨ lôactivation 

des récepteurs par le LTD4. Une autre voie de signalisation impliquant la PKC, la petite 

protéine G Ras, Raf-1 et Erk1/2 est également activée via GŬq en réponse au LTD4 (Paruchuri 

et al. 2002; Thodeti et al. 2001). La même équipe a également prouvé que le LTD4 induit la 

formation de fibres de stress par lôactivation de Erk1/2 et la mobilisation de calcium, 

impliquant les protéines GŬi3 et GŬ12, ainsi que PKC ŭ et la petite prot®ine G RhoA 

(Massoumi, Larsson, and Sjolander 2002; Nielsen et al. 2005). La migration des cellules 

épithéliales intestinales, médiée par le LTD4, se produit par contre par lôactivation de la voie 

PI3K et lôimplication de Rac (Paruchuri et al. 2005). 

Lôactivation de la voie MAPKinase Erk1/2 via les récepteurs des cysLTs ne semble pas 

spécifique à la lignée de cellules épithéliales Int-407. En effet, cette voie a été étudiée au 

niveau de la lignée monocytaire U937, où il a été démontré que cette voie était activée avec 

lôimplication de la petite prot®ine G Ras, via GŬi/o, la PLCɓ et de tyrosines kinases 
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dépendante du Ca2+ (Capra et al. 2004). Chez la lignée monocytaire THP-1, il a été découvert 

lôimplication de la prot®ine GŬq via LTD4, menant ¨ lôactivation de la cascade PKCŬ et Raf-

1 (Hoshino, Izumi, and Shimizu 1998).  

De plus, le récepteur CysLT1 induit un flux de calcium et une phosphorylation de MEK-

1 et Erk1/2 chez les mastocytes, ce qui mène à leur prolifération via la transactivation de c-

Kit, un récepteur tyrosine kinase (Mellor, Austen, and Boyce 2002). Par ailleurs, la cytokine 

IL-4 est n®cessaire pour lôinduction de lôexpression de la LTC4 synthase responsable de la 

synthèse du LTD4 qui active le récepteur CysLT1, couplé à GŬi, responsable de la 

transactivation de c-Kit via la voie MAPKinase Erk1/2 (Jiang et al. 2006). Le SCF (Stem Cell 

Factor), agoniste du récepteur c-Kit, agit en synergie avec le LTD4 dans la prolifération des 

mastocytes, par lôinduction du flux de calcium, et lôimplication de c-Fos et la production de 

MIP-1ɓ (Al -Azzam et al. 2015). 

Au niveau des cellules musculaires lisses bronchiques, le LTD4 induit aussi la 

prolif®ration cellulaire via la transactivation dôEGFR et la g®n®ration de d®rivés réactifs de 

lôoxyg¯ne. Ceci se produit via la voie de la PI3Kinase/Ras qui induit la phosphorylation de 

la MAPKinase Erk1/2 (Ravasi et al. 2006). Le LTD4, via une protéine G insensible à la PTX, 

régule la survie et la prolifération des cellules mésangiales par la transactivation du PDGFR-

ɓ, associ®e avec le recrutement de c-Src et la transactivation de Ras (McMahon et al. 2002). 

Tel que cit® pr®c®demment, lôexpression de la chimiokine IL-8 est induite par lôactivation 

des récepteurs CysLT1 et CysLT2 via la voie NF-əB avec lôimplication des facteurs de 

transcription p50 et p65, ainsi que la voie MAPKinase JNK activant le complexe AP-1, formé 

des facteurs c-Jun et c-Fos (Thompson et al. 2006; Thompson, Cloutier, et al. 2008). De plus, 

lôimplication des PKC epsilon, delta et zeta a été montrée dans la signalisation du récepteur 

CysLT2 dans lôinduction de lôexpression de lôIL-8 (Thompson, Cloutier, et al. 2008). Une 

étude plus récente a confirmé ces résultats concernant le récepteur CysLT2 induisant lôIL-8, 

et ceci par lôactivation de la voie Erk/Egr-1 (Lin et al. 2014). 

Des études de signalisation plus spécifiques au récepteur CysLT2, chez le cobaye, ont 

montré que celui-ci induisait la prolifération cellulaire via la protéine GŬi, indépendamment 

de la mobilisation de calcium suite à une stimulation par le LTC4 et le LTD4 (Ito et al. 2008). 
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Cependant, le récepteur CysLT2 induit bel et bien un flux de calcium, lorsque couplé à la 

protéine GŬq chez les HUVEC (Carnini et al. 2011). 

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

CysLT1 et la voie WNT/ɓ-caténine. En effet, le LTD4 induit lôexpression de la ɓ-caténine qui 

transloque au noyau o½ elle induit lôactivation des facteurs de transcription TCF/LEF via la 

PI3K. Elle transloque ®galement ¨ la mitochondrie et sôassocie avec Bcl-2, ce qui mène à 

lôinduction de la prolif®ration et la survie cellulaires (Mezhybovska et al. 2006). Plus 

r®cemment, il a ®t® montr® que la ɓ-caténine induit la transcription de Myc et de CCND1 qui 

r®duisent lôexpression de lôE-cadh®rine et la ɓ-caténine à la membrane plasmique et 

augmente la migration et la prolifération des cellules HCT116 (Human colon carcinoma cell 

line), avec lôinhibition de lôactivit® de GSK-3ɓ (Salim, Sand-Dejmek, and Sjolander 2014). 

 
Figure 4. Schéma simplifié des principales voies de signalisation des récepteurs 

CysLT1 et CysLT2. 
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4.4.Internalisation et désensibilisation 

Les ligands activateurs induisent un changement conformationnel des récepteurs GPCRs 

menant à la cascade de signalisation via les protéines G. Cependant, dans le but dô®viter une 

trop forte activation et des réponses aigues, il existe des mécanismes de régulation négative 

des récepteurs appelés la désensibilisation des récepteurs. Ceci mène à la désactivation des 

récepteurs et à leur internalisation. Le modèle classique de régulation des GPCRs consiste en 

la phosphorylation du récepteur qui facilite son internalisation. À ce jour, trois principaux 

éléments sont connus pour être impliqués dans ce phénomène : les kinases second-messagers, 

les GRKs et les arrestines. Les kinases second-messagers, 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/ou de la queue C-terminale, 

menant ¨ une d®sensibilisation homo ou h®t®rologue des r®cepteurs quôils soient activ®s ou 

non par les agonistes. Les GRKs (G protein-coupled Receptor Kinases) sont des kinases qui 

phosphorylent spécifiquement les GPCRs activés par les agonistes et initient une 

d®sensibilisation homologue rapide, et facilitent lôassociation des arrestines aux r®cepteurs. 

Celles-ci, des prot®ines adaptatrices, emp°chent lôinteraction entre les prot®ines G et les 

r®cepteurs, participent ¨ lôinternalisation dépendante de la clathrine des récepteurs GPCRs et 

induisent des voies de signalisation indépendantes des protéines G (Bunemann and Hosey 

1999; Ferguson 2001; Krupnick and Benovic 1998). De plus, de récentes études ont montré 

que la régulation des récepteurs via GRK2 peut se produire sans la phosphorylation des 

récepteurs, par des interactions directes protéine-protéine telle que la sous-unité ɓɔ de la 

protéine G, en ce qui concerne les récepteurs couplés à GŬs, GŬi et GŬq. Cela suggère que 

pour certains récepteurs, la fonction première des GRKs est le recrutement des arrestines 

(Dhami et al. 2002; Dhami et al. 2004; Pao and Benovic 2002; Ferguson 2007). GRK-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 signalisation telles que Smad2 et 3 (Evron, Daigle, and Caron 2012). 

Comme exemple, le récepteur ɓ2-adrénergique est désensibilisé via les GRKs, les 

arrestines et les protéines kinases A et C. La sous-unité ɓɔ de la protéine G est impliquée 

dans lôactivation de la GRK par sa liaison au domaine C-terminal de celle-ci (Benovic et al. 

1989; Chuang, Paolucci, and De Blasi 1996). De plus, les régions riches en sérine et thréonine 
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de la queue C-terminale des récepteurs GPCRs sont importantes pour leur internalisation 

dépendante de l'agoniste. La présence de proline au niveau de la troisième boucle du 

récepteur ɓ1-adrénergique est responsable de sa faible internalisation en comparaison avec 

le récepteur ɓ2-adrénergique qui ne la possède pas. Il a également été suggéré que le motif 

NPX(2-3)Y, très conservé chez les GPCRs près du septième domaine transmembranaire, est 

critique pour lôinternalisation des récepteurs. Le motif NPLIY chez le récepteur ɓ2-

adrénergique est impliqué dans le couplage de la protéine G et la phosphorylation du 

récepteur, bien que cela ne soit pas universel (Mayor, Penela, and Ruiz-Gomez 1998). 

Notre laboratoire a montré que le récepteur BLT1, récepteur du LTB4, est désensibilisé 

suite à une stimulation répétée par le ligand, et que son internalisation nécessite GRK2 et non 

les ɓ-arrestines. De plus, la queue C-terminale du récepteur est importante pour la 

désensibilisation et lôinternalisation de celui-ci, ainsi que pour son association avec GRK2 

(Chen et al. 2004).  

En ce qui concerne les récepteurs des cysLTs, chez les lignées cellulaires U937 et COS-

7, lôexposition ¨ lôagoniste LTD4 et aux nucléotides ATP/UDP, entraîne une désensibilisation 

du récepteur CysLT1 et une internalisation du récepteur. Cela a été montré par mesure du 

flux de calcium et par microscopie confocale. Côest une r®gulation n®gative rapide du 

récepteur via GRK-2. Il a également été montré par la même ®tude quôil y avait une r®gulation 

croisée (cross-talk) entre les récepteurs CysLT1 et P2Y suggérant une désensibilisation 

hétérologue (Capra et al. 2005). Il a également été montré que chez les COS-7, la 

surexpression des arrestines augmente lôinternalisation du r®cepteur CysLT1, en réponse au 

LTD4 avec lôimplication de la PKC dans cette d®sensibilisation (Naik et al. 2005). Chez la 

lignée Int-407, suite ¨ lôactivation au LTC4, les récepteurs CysLT1 et CysLT2 sont internalisés 

et transloqu®s au noyau. Par contre, lors de lôactivation par le LTD4, le récepteur CysLT1 

semble être internalisé de façon plus importante que le récepteur CysLT2. Cette 

internalisation est dépendante de la clathrine, et implique les prot®ines Rab5, lôarrestine 3 et 

une tyrosine phosphorylation du récepteur CysLT1 (Parhamifar et al. 2010). Lôinternalisation 

de r®cepteurs induit lôactivation de voies de signalisation indépendantes des protéines G ; en 

effet, la désensibilisation réversible du récepteur CysLT1 induit lôexpression de g¯nes 
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dépendants du Ca2+ et des canaux calciques, et ceci en fait un régulateur positif de la réponse 

immune (Ng et al. 2012). 

4.5.Dimérisation des récepteurs 

Pendant longtemps, il a été pensé que les GPCRs agissaient uniquement en monomères, 

toutefois, de plus en plus dô®tudes ont d®montr® que ceux-ci pouvaient former des dimères 

fonctionnellement actifs. Il a été confirmé grâce au BRET, une technique permettant de 

mesurer les interactions protéine-protéine, que le récepteur ɓ2-adrénergique formait 

constitutivement des homodim¯res, lorsquôexprim® chez la lign®e cellulaire HEK-293 et que 

son agoniste, lôisoprot®r®nol, interagissait avec ces dim¯res de r®cepteurs (Angers et al. 

2000). Par des expériences de co-immunoprécipitation et de BRET, il a été montré que les 

récepteurs ɓ1 et ɓ2-adrénergiques pouvaient former des h®t®rodim¯res lorsquôils sont co-

exprimés dans des cellules HEK-293. Au niveau fonctionnel, lôh®t®rodim®risation nôaffecte 

pas les niveaux dôAC produits par la cellule, par contre lôh®t®rodim®risation entre les deux 

r®cepteurs inhibe lôinternalisation du récepteur ɓ2-adr®nergique induite par lôagoniste ainsi 

que sa capacité à activer la voie MAPKinase Erk1/2 (Lavoie et al. 2002). 

La dim®risation et lôinternalisation des r®cepteurs peuvent être étroitement liés. En effet, 

des travaux de notre laboratoire ont montré que la dimérisation du récepteur du PAF 

potentialise la d®sensibilisation et lôinternalisation induite par le PAF (Perron et al. 2003). 

De plus, il a été également montré que les GRK et les arrestines sont impliquées dans la 

r®gulation h®t®rologue du r®cepteur CCR5 par la phosphorylation et lôinternalisation crois®e 

de récepteurs non liés tel que le récepteur C5a, dans des complexes protéiques homo ou 

hétéro-oligomériques (Huttenrauch, Pollok-Kopp, and Oppermann 2005). 

Du côté des récepteurs des cysLTs, les récepteurs CysLT1 et CysLT2 colocalisent au 

niveau de la membrane plasmique, du noyau et de la membrane nucléaire des mastocytes 

(lignée cellulaire LAD2) et forment des hétérodimères. Le récepteur CysLT2 agirait comme 

un régulateur négatif du récepteur CysLT1, en limitant sa signalisation par le contrôle de son 

expression de surface (Jiang et al. 2007). 

Une autre ®tude sôest int®ress®e aux cellules épithéliales intestinales, la lignée Int-407, et 

a montré que les récepteurs CysLT1 et CysLT2 forment des h®t®rodim¯res ¨ lô®tat basal, et 
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colocalisent à la membrane plasmique et la région nucléaire. Les ligands modulent 

lôh®t®rodim®risation des r®cepteurs. En effet, le LTC4 induit une augmentation dans le 

nombre dôh®t®rodim¯res, alors que le LTD4 en réduit le nombre, observable par PLA (in situ 

Proximity Ligation Assay) et microscopie électronique. De plus, les ligands induisent 

lôinternalisation des r®cepteurs (Parhamifar et al. 2010). 

Le récepteur orphelin GPR17, possédant une homologie structurale avec les récepteurs 

des cysLTs, nôinduit pas de flux de Calcium en réponse au LTD4. Par contre, lorsque co-

exprimé avec le récepteur CysLT1, la réponse calcique via CysLT1 est inhib®e. Lôexpression 

de surface est inchangée, mais la phosphorylation de Erk1/2 et la liaison du ligand sont 

inhibées. De plus, lôinactivation de lôexpression de GPR17 (Knock-Down) fait augmenter 

lôexpression de surface du récepteur CysLT1 et le flux calcique. Les récepteurs GPR17 et 

CysLT1 co-localisent à la surface cellulaire chez les monocytes. Cela fait du récepteur GPR17 

un régulateur négatif du récepteur CysLT1 indépendant du ligand (Maekawa et al. 2009). 

 

5. Polymorphismes des récepteurs et atopie 

Plusieurs mutations ont été identifiées dans la structure de récepteurs GPCR. Celles-ci 

mènent quelques fois ¨ lôapparition de nouveaux ph®notypes dans la population associ®s ¨ 

ces récepteurs, appelés polymorphismes ou SNP (single-nucleotide polymorphism), dus à 

une mutation concernant un seul nucléotide. 

Ces mutations peuvent °tre ou non synonymes, côest-à-dire que le changement 

nucléotidique entraîne ou non un changement dans la structure dôacides amin®s du r®cepteur. 

Les mutations peuvent avoir diff®rents effets sur le r®cepteur, comme alt®rer lôexpression de 

surface des récepteurs, la signalisation par création ou suppression de sites de 

phosphorylation, altération du potentiel de dimérisation des récepteurs.  

Plusieurs variants naturels identifiés à ce jour, induisant un changement structural, ont 

été associés à des pathologies ou à des dysfonctionnements mineurs. Comme exemples, des 

variants du récepteur de la dopamine D2, influençant à la baisse la stabilit® de lôARNm et 

lôexpression du r®cepteur, sont associés à la schizophrénie (Duan et al. 2003). 
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Un autre exemple de variants qui altèrent le fonctionnement normal dôun r®cepteur 

GPCR, est le variant R16G du r®cepteur ɓ2-adrénergique, qui ne répond pas au traitement de 

lôasthme avec lôalbut®rol. Ce variant alt¯re la dynamique du r®cepteur ainsi que la liaison du 

ligand au récepteur (Shahane et al. 2014).  

Par contre, certains polymorphismes de récepteurs, bien quôinduisant un changement 

dôacide amin®, nôaltèrent pas la signalisation. Tel est le cas pour les variants des récepteurs 

Ŭ2A et Ŭ2C adrénergiques, chez lesquels ni leur internalisation ni leur expression nôest 

modifiée. Ces variants nôont pas encore ®t® associ® ¨ une quelconque pathologie (Hurt, 

Sorensen, and Angelotti 2014). 

 Autres que les variants naturels, des ®tudes en mutagen¯se ont permis dô®tudier la 

structure de récepteurs GPCR, afin dôidentifier des résidus ou motifs importants pour la 

signalisation. Entre autres, le motif conservé DRY de la structure de plusieurs GPCR semble 

importante pour le récepteur CXCR2. En effet, une mutation au niveau de ce motif induit une 

plus grande production dôIPs via la protéine GŬq et démontre une signalisation cellulaire plus 

active (Burger et al. 1999). De plus, notre laboratoire sôest int®ress® au r®cepteur BLT1, liant 

le LTB4, et a montr® quôune mutation au niveau de la queue C-terminale du récepteur 

augmente lôaffinit® du r®cepteur et sa capacité à lier le ligand ainsi que sa signalisation de 

façon générale (Gaudreau et al. 2004). 

Les récepteurs des cysLTs nôont pas ®chapp® aux mutations non plus. Certains 

polymorphismes ont été identifiés récemment, principalement associés avec des 

endoph®notypes reli®s ¨ lôasthme, comme lôatopie. Trois polymorphismes causés par des 

mutations non synonymes des récepteurs des cysLTs ont été identifiés  à ce jour. 

5.1.Polymorphismes du récepteur CysLT1 

Depuis la caractérisation du récepteur CysLT1 en 1999 (Lynch et al. 1999), plusieurs 

équipes à travers le monde ont continu® ¨ sôy int®resser. Cela a permis de mieux comprendre 

le rôle de ce récepteur multipotent et de ses mécanismes de signalisation, bien quôil reste 

encore des choses à explorer: entre autres, les polymorphismes de ce récepteur qui ont été 

associés à des pathologies. 
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Il est connu depuis longtemps que le système des cysLTs est impliqué dans les 

pathologies asthmatique et atopique. Cependant, les variations de réponses des patients 

atteints de ces pathologies au traitement laisse penser que la variabilité individuelle y jouerait 

un grand rôle, surtout lorsque le pourcentage de réponse aux anti-leucotri¯nes nôest que de 

40%. Vu que les traitements anti-cysLTs sont principalement des antagonistes du récepteur 

CysLT1, ceci a suscité lôintérêt dô®tudier des polymorphismes de ce récepteur (Thompson et 

al. 2007). 

Il a été découvert, récemment, des polymorphismes du récepteur CysLT1, chez la 

population de Tristan Da Cunha, une ´le situ®e dans lôoc®an Atlantique Sud, isolée 

génétiquement, où la prévalence de lôasthme et de lôatopie atteignent 50 et 47% de la 

population respectivement. Lôatopie, comme cit® plus haut, est une pr®disposition ¨ 

développer des allergies et un facteur de risque important de lôasthme allergique. Une étude 

G-WAS (genome-wide association study) a été entreprise afin de découvrir de possibles 

associations avec lôasthme ou lôatopie. Il  sôest av®r® que les variants CysLT1-G300S et 

CysLT1-I206S avaient une forte incidence dans la population. Par contre seul le variant 

CysLT1-G300S ®tait fortement associ® ¨ lôatopie. En effet, ce variant avait une forte 

incidence chez les personnes atopiques et asthmatiques (Thompson et al. 2007). 

Ce nôest pas la premi¯re association avec lôatopie: une mutation dans la séquence de 

lôADN codant pour le récepteur CysLT1 à la position 927 (T>C), a été associée avec le 

phénotype atopique dans les populations Anglaises et Espagnoles (Hao et al. 2006). 

Cependant, ce variant nôinduit pas un changement en acide amin® (résidu 309F), nous laissant 

croire que la signalisation pourrait être moins affectée. 

Le variant CysLT1-G300S, consiste en la substitution dôune glycine par une sérine, 

causée par la substitution au niveau g®nique dôune guanine par une alanine à la position 898. 

La mutation est localisée au niveau du 7e domaine transmembranaire du récepteur, très 

proche du début de la queue C-terminale cytoplasmique. Quant au variant CysLT1-I206S, il 

s'agit d'une sérine qui appara´t ¨ la place dôune isoleucine au niveau du 5e domaine 

transmembranaire, dû à un changement nucléotidique T>G à la position 617.  
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 Des études préliminaires sur le variant CysLT1-G300S ont été entamées pour en 

savoir plus sur la signalisation de ces variants. Les premières données indiquent que le variant 

CysLT1-G300S est plus actif en réponse au LTD4, et une diminution significative de lôEC50 

est observée dans des expériences de mesure des IPs produits par des cellules transfectées et 

par des essais de mobilisation de calcium intracellulaire (Thompson et al. 2007). 

 
Figure 5. Polymorphismes du récepteur CysLT 1. 

Positions des mutations G300S et I206S au niveau de la structure du récepteur CysLT1. 

[Figure adaptée et empruntée de (Capra et al. 2007) ï autorisation obtenue de lô®diteur] 

 

5.2.Polymorphismes du récepteur CysLT2 

 Le gène codant pour le récepteur CysLT2 se situe sur le chromosome 13 (13ql4) chez 

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

associée à l'asthme atopique, dôo½ lôint®r°t de lô®quipe de Thompson et al au r®cepteur 

CysLT2 et la recherche de polymorphismes associ®s ¨ lôasthme et lôatopie (Thompson et al. 

2003). 

Le récepteur CysLT2 a également été étudié chez la population Tristan Da Cunha. Le 

polymorphisme CysLT2-M201V a ®t® fortement associ® ¨ lôatopie. Il a été montré que le 

polymorphisme M201V est plus fréquent chez les personnes atopiques, et non chez les 

asthmatiques. Des essais de mobilisation de calcium intracellulaire ont indiqué que le LTD4 

perdait son potentiel dôactivation du récepteur CysLT2-M201V. Les auteurs de lô®tude en ont 
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conclu que le variant CysLT2-M201V était associ® ¨ lôatopie, ind®pendamment de lôasthme 

et aurait une réponse altérée aux cysLTs (Thompson et al. 2003). 

Ce variant a ®galement ®t® retrouv® dans dôautres populations, Danoise et Américaine, 

o½ il a ®t® associ® ¨ lôasthme et auquel il a été attribué un rôle protecteur et résistant contre 

lôasthme, du fait que ce variant était peu transmis chez les asthmatiques et que le potentiel 

activateur du variant par les cysLTs était affecté également (Pillai et al. 2004).  

Le variant CysLT2-M201V consiste en la substitution dôune méthionine par une valine, 

due au changement nucléotidique A>G à la position 601. La mutation est localisée au niveau 

de la boucle extracellulaire du 5e domaine transmembranaire, une position qui pourrait être 

impliquée dans la liaison aux différents ligands et dans la signalisation du récepteur 

(Thompson et al. 2003). 

 Notre laboratoire sôest intéressé au variant CysLT2-M201V et a étudié sa signalisation 

cellulaire chez la lignée HEK-293. Il a été montré que le variant CysLT2-M201V avait une 

signalisation réduite aux cysLTs LTD4 et LTC4, en comparaison avec le récepteur CysLT2 

de type sauvage. Lôaffinit® du LTC4 pour le récepteur CysLT2-M201V est réduite de 50% 

alors que celle du LTD4 est majoritairement perdue. La production des inositol phosphates, 

la transactivation du promoteur de lôIL-8 et la phosphorylation des effecteurs p38, JNK, p65 

et Erk1/2, sont toutes diminuées en réponse aux cysLTs LTD4 et LTC4, de façon plus 

prononcée en réponse au LTD4 (Brochu-Bourque et al. 2011). Ceci explique en partie le rôle 

inactivateur attribué au variant CysLT2-M201V, de par sa signalisation réduite.  
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Figure 6. Polymorphismes du récepteur CysLT2. 

Position de la mutation M201V au niveau de la structure de récepteur CysLT2. [Figure 

adaptée et empruntée de (Thompson et al. 2003) ï autorisation obtenue de lô®diteur] 
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2HYPOTHÈSE ET OBJECTIF S 

Les cysLTs, incluant le LTC4, le LTD4 et le LTE4, sont impliqués dans différentes 

pathologies, telle que lôasthme allergique. Ils lient au moins trois r®cepteurs coupl®s aux 

protéines G : CysLT1, CysLT2, GPR99.  Deux de ces r®cepteurs ont suscit® lôint®r°t dô®quipes 

de recherche, de par la d®couverte de polymorphismes associ®s ¨ lôatopie, une pr®disposition 

¨ d®velopper des allergies, qui constitue un facteur de risque important de lôasthme. Les 

polymorphismes des récepteurs ont été identifiés dans la population de l'île de Tristan Da 

Cunha, une population g®n®tiquement isol®e. Il sôagit des variants G300S et I206S pour le 

récepteur CysLT1, et du variant M201V pour le récepteur CysLT2. Les variants CysLT1-

G300S et CysLT2-M201V ont ®t® fortement associ®s ¨ lôatopie. Notre hypothèse est que les 

mutations présentes au niveau de la structure des récepteurs joueraient un rôle dans la 

signalisation et les m®canismes dôactivation des r®cepteurs par leurs ligands naturels. Le 

variant CysLT2-M201V a déjà été étudié par notre laboratoire, et nous avons montré que ce 

variant avait une signalisation et réponse réduite, principalement au LTD4 qui perd 

majoritairement son affinité pour ce récepteur, en comparaison avec le récepteur de type 

sauvage (Brochu-Bourque et al. 2011). 

Le premier objectif de la présente ®tude est dô®tudier la signalisation cellulaire des 

variants CysLT1-G300S et CysLT1-I206S, en réponse à leurs ligand naturels LTD4 et LTC4. 

Pour cela nous avons eu recours à la lignée HEK-293 qui nôexprime aucun des deux 

récepteurs, qui a ®t® donc transfect®e de fa­on transitoire. Ainsi, en sôassurant de niveaux 

constants dôexpression, la production dôIPs, la transactivation des promoteurs de lôIL-8 et de 

lôIL-13, la phosphorylation dôeffecteurs de signalisation (Erk1/2, p38, p65, c-Jun) impliquées 

dans les voies NF-əB et MAPKinases ont été mesurées en réponse au LTD4 ou LTC4. De 

plus, la liaison du LTD4 aux récepteurs variants, a également ®t® mesur®e par lôutilisation de 

LTD4 radioactif tritié. 

En plus de la signalisation différentielle de chacun des variants des récepteurs CysLT1 

ou CysLT2, lôauteur de lôidentification des deux variants dans la population de Tristan Da 

Cunha, nous a communiqu® lôinformation selon laquelle les personnes poss®dant les deux 

variants ensemble, étaient toutes atopiques (données non publiées de M.D. Thompson). Ceci, 

ajouté au fait que les deux récepteurs CysLT1 et CysLT2 peuvent dimériser et interagir entre 

eux, par lôeffet de r®gulation n®gative quôexerce le r®cepteur CysLT2 sur la signalisation du 
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récepteur CysLT1 chez les mastocytes et les cellules épithéliales intestinales (Jiang et al. 

2007; Parhamifar et al. 2010), nous permet de formuler notre seconde hypothèse. Nous 

pensons que le phénotype atopique chez les personnes possédant les deux polymorphismes 

pourrait être expliqué, en partie, par la signalisation différentielle des variants et lôinteraction 

entre les deux variants des deux récepteurs. Lorsque les deux variants dimériseraient et 

interagiraient ensemble, comme leur homologues de type sauvage, le variant CysLT2-M201V 

qui a une réponse réduite aux cysLTs aurait son effet atténuateur annulé ou réduit également, 

menant ainsi à une accentuation des effets induits par le récepteur CysLT1, étant le variant 

CysLT1-G300S qui a déjà une réponse plus forte à lui seul. 

Le second objectif est donc dô®tudier lôinteraction entre les r®cepteurs CysLT1-G300S 

et CysLT2-M201V, ainsi que la réponse combinée des deux récepteurs aux cysLTs. Les 

récepteurs ont été transfectés dans des cellules HEK-293, puis des expériences de BRET et 

de BiFC ont été effectuées pour illustrer lôinteraction et la dim®risation des r®cepteurs. Puis 

la production des IPs et la transactivation du promoteur de lôIL-8 ont été mesurées en réponse 

aux cysLTs LTD4 et LTC4. 
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Figure 7. Sch®matisation de lôhypoth¯se de recherche. 
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Résumé :  

Les cystéinyl-leucotriènes (LTC4, LTD4, LTE4) sont des médiateurs lipidiques pro-

inflammatoires, impliqués dans lôasthme allergique, liant au moins trois r®cepteurs coupl®s 

aux protéines G : CysLT1, CysLT2 et GPR99. Un polymorphisme dans lôun de ces r®cepteurs, 

le variant CysLT1-G300S, a ®t® fortement associ® ¨ lôatopie, une pr®disposition g®n®tique ¨ 

développer des allergies, alors que le variant CysLT1-I206S nôy est pas associ® 

significativement. Notre objectif était de caractériser ces deux variants par lô®tude de leur 

signalisation cellulaire. Lôexpression de surface des r®cepteurs dans des cellules HEK-293 

transfectées a ®t® mesur®e par cytom®trie en flux. Lôexpression était équivalente entre les 

r®cepteurs mutants et de type sauvage. Suite ¨ lôactivation du variant CysLT1-G300S par les 

ligands LTC4 et LTD4, une plus forte production dôinositol phosphates et une plus forte 

transactivation des promoteurs de lôIL-8 et de lôIL-13 ont été observées en comparaison avec 

le récepteur de type sauvage. La phosphorylation dôeffecteurs de signalisation (Erk1/2, p38, 

p65, c-Jun) a été mesurée et seul Erk1/2 était plus fortement activé de façon dépendante  de 

la concentration. Quant au variant CysLT1-I206S, celui-ci ne présente pas de différence 

significative globale en terme de signalisation cellulaire, en comparaison avec le récepteur 

de type sauvage. Ces résultats montrent que le variant CysLT1-G300S induit une transduction 

de signal plus forte que le récepteur de type sauvage, ce qui peut être un élément important à 

son association avec lôatopie. 

 

Mots clés : cysteinyl-leucotriène, CysLT1, variant, signalisation, atopie. 

  

  



 

 

42 

42 

ABSTRACT 

Cysteinyl-leukotrienes are pro-inflammatory lipid mediators, involved in allergic asthma, 

that bind the G-protein-coupled receptors CysLT1, CysLT2 and GPR99. A polymorphism in 

one of these receptors, CysLT1-G300S was strongly associated with atopy, whereas the 

CysLT1-I206S 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 HEK-293 cells was comparable to that of the wild-type receptor. Compared to 

CysLT1-WT, production of inositol phosphates as well as IL-8 and IL-13 promoter 

transactivation in response to either LTD4 or LTC4 was significantly increased in CysLT1-

G300S-transfected cells. Moreover, LTD4-induced phosphorylation of the signalling effector 

Erk, but not p38, p65 or c-Jun was higher in CysLT1-G300S-transfected cells. On the other 

hand, the variant CysLT1-I206S did not show a significant difference in its signal 

transduction compared to the wild-type receptor. Taken together, our results indicate that the 

variant CysLT1-G300S can induce a greater signal than the CysLT1-WT receptor, a feature 

that may be relevant to its association with atopy.  

 

Key words: cysteinyl-leukotriene, CysLT1, variant, signalling, atopy. 
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INTRODUCTION  

The cysteinyl-leukotrienes (cysLTs), LTC4, LTD4, and LTE4, are pro-inflammatory 

lipid mediators, involved in many pathologies including allergic asthma and rhinitis. They 

are derived from arachidonic acid and synthesized through the 5-lipoxygenase pathway in 

different cell types, including leukocytes (mast cells, basophils, eosinophils and 

macrophagesé), platelets and endothelial cells [1]. 

CysLTs bind to at least three G-protein-coupled receptors (GPCRs). CysLT1 and 

CysLT2, share 38% homology in structure. CysLT1 receptor binds preferentially LTD4 (LTD4 

> LTC4 >> LTE4), whereas the CysLT2 receptor has no preference between LTD4 and LTC4 

(LTC4 = LTD4 >> LTE4) [2, 3]. A third receptor, GPR99, has been recently characterized 

and shown to be an LTE4 receptor, with less affinity for the other two cysLTs (LTE4 >> LTD4 

> LTC4) [4].  

The CysLT1 receptor is mostly expressed in human lung, on smooth muscle cells and 

macrophages, but also on peripheral blood cells, such as eosinophils, basophils, monocytes 

and B and T lymphocytes [5-7]. On the other hand, the CysLT2 receptor is more ubiquitous 

and is found on interstitial lung macrophages and on circulating eosinophils and monocytes 

[8]. These two receptors are also expressed in other organs, like on the spleen, intestines, 

pancreas and prostate for CysLT1 receptor, and in the heart, brain, adrenal gland, placenta 

and spleen for CysLT2 receptor [9-11].  

The CysLT1 receptor is highly expressed in the lung, which may be relevant for its 

implication in pulmonary diseases like asthma. In fact, specific antagonists of the CysLT1 

receptor (pranlukast, montelukast and zafirlukast) are used in the clinic to control 

bronchoconstriction and inflammation in asthma and allergic rhinitis [12]. 

In the midst of an inflammatory environment, CysLT1 receptor expression is up-

regulated by many cytokines, including the Th2 cytokines IL-4 and IL-13 in monocytes and 

macrophages, IL-5 in eosinophils, IL-1ɓ in HUVEC, TGFɓ, IFN-ɔ and IL-13 in pulmonary 

smooth muscle cells [7, 13-19].  

As a GPCR, the CysLT1 receptor is coupled to the G-proteins GŬi and GŬq [20, 21]. 

Through different pathways, including MAPKinases and NF-əB, it induces the transcription 

of several genes implicated in inflammation, such as IL-8, MCP-1, IL-4, TGFɓ, P-selectin, 

CXC chemokine ligand 2 and NO synthase [22-27].  
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Polymorphisms in the CysLT1 receptor have been identified which are associated 

with atopy, an important risk factor for asthma. In the English and Spanish populations, the 

variant T927C, due to a synonymous mutation in the CysLT1 receptor gene was associated 

to atopy [28]. Atopy is a genetic predisposition to develop allergies, characterized by an 

elevation of IgE and/or inflammatory mediators such as cysLTs [29]. In addition, a serine 

substitution in the amino acid structure of the CysLT1 receptor resulted in the variants 

CysLT1-G300S and CysLT1-I206S, the only identified variants of CysLT1 due to exonic mis-

sense mutations. Those have been discovered and studied in the genetically isolated 

population of Tristan Da Cunha, which has a high prevalence of atopy and asthma. The 

receptor variant CysLT1-G300S has been significantly associated with atopy whereas the 

polymorphism CysLT1-I206S was not associated with atopy, in this population [30, 31].  

We hypothesized that the atopic phenotype may be partially influenced by an altered 

binding and/or signalling due to the amino-acid substitution in the receptor protein. The 

principal aim of this study was to investigate the signalling mechanisms of the variants 

CysLT1-G300S and CysLT1-I206S induced by their natural ligands, LTD4 and LTC4, in 

comparison with the CysLT1-WT receptor. 
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MATERIALS AND METHODS  

Materials. LTC4 and LTD4 were obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). 

[3H]LTD4 was purchased from PerkinElmer Life and Analytical Sciences (Waltham, MA, 

USA). The IP-One HTRF assay kit was from CisBio Bioassays (Bedford, MA, USA). 

Specific antibodies against p-p65 Ser536, Erk1/2, p-p38 Thr180/Tyr182, and p-c-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 anti-cMyc antibody was from mouse hybridoma (9E10), from American Type 

Culture Collection (Manassas, VA, USA), and Cy5-conjugated goat anti-mouse antibody 

was obtained from Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. (West Grove, PA, USA). 

Aprotinin, 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride, leupeptin, NaF, soybean trypsin 

inhibitor, Na3VO4, and fetal bovine serum were from Sigma-Aldrich (Oakville, QC, Canada). 

TransIT-LT1 was purchased from Mirus Bio LLC (Madison, WI, USA), and Dulbeccoôs 

modified Eagleôs medium (DMEM; high glucose) was from Invitrogen, (Burlington, ON, 

Canada).  

Plasmids. pcDNA3-cmyc-CysLT1-WT, pcDNA3-cmyc-CysLT1-G300S, pcDNA3-cmyc-

CysLT1-I206S, encoding for cMyc-labeled human CysLT1 receptor and its variants CysLT1-

G300S and CysLT1-I206S were constructed in our laboratory. The human IL-8 promoter 

luciferase construct hIL8/luc (-162/+44) and IL-13 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 (100µg/ml), and streptomycin 

(100µg/ml). Transient transfections were carried out with TransIT-LT1, and experiments 

were performed 48h after transfection. Although the transfections are transient, the cells will 

be named CysLT1-WT, CysLT1-G300S and CysLT1-I206S. 

Surface expression of the receptors. Cells were transfected with cDNAs coding for CysLT1-

WT, CysLT1-G300S and CysLT1-I206S receptors tagged on the N-terminal 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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that, cells were washed with PBS again then blocked in Bovine Serum Albumine (BSA) 2% 

for 30min at room temperature. Anti-cMyc antibody was added to the cells at a concentration 

of 1mg for 106 cells, for 1h of incubation. After three washes with PBS, the secondary anti-

mouse antibody was added for 1h and again washed three times. Cells were analyzed by a 

dual-laser FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). 

Inositol phosphate production assay. After 48h of transfection, cells (CysLT1-WT, CysLT1-

G300S and CysLT1-I206S) were harvested, and 20 000 cells were plated in a 384 well white 

plate, and the experiment was conducted as per the CisBio IP-one assay kitôs manufacturerôs 

instructions. In brief, cells were suspended in a buffer (10mM Hepes, 1mM CaCl2, 0.5mM 

MgCl2, 4.2mM KCl, 146mM NaCl, 5.5mM glucose, 50mM LiCl, pH 7.4), then stimulated 

for 30min with LTC4 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 labeled with lumi4-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 (Männdorf, Switzerland). The intensity of the FRET signal obtained is inversely 

proportional to the quantity of IP1 produced by the cells. 

Luciferase assays. HEK-293 cells were plated in 24-well tissue culture plates for 24h. The 

cells were then transfected with 20ng of cDNA of the receptors CysLT1-WT, CysLT1-G300S 

or CysLT1-I206S, 0.05ng of IL8/luc or empty vector, per well, using 0.75µl of TransIT-LT1 

transfection reagent. After 24h, cells were serum-starved overnight before stimulation with 

LTC4, LTD4, or Ethanol (EtOH) for 6h. Cell lysates were assayed for luciferase activity using 

the Dual-Glo luciferase system (Promega, Madison, WI, USA). 

Western blotting. In brief, the transfected cells CysLT1-WT, CysLT1-G300S and CysLT1-

I206S, plated in six-well plates (serum starved over-night) were stimulated with LTC4, LTD4 

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 MgCl2, 0.5 mM EDTA, 0.5mM EGTA, 

5% sodium deoxycholate, 10% TritonX-100, 10mM NaF, 100ɛg/ml 4-(2-

aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride, 1ɛg/ml leupeptin, 2ɛg/ml aprotinin, 10ɛg/ml soybean 

trypsin inhibitor, 1mM Na3VO4, 1nM Calyculin A, and 15nM okadaic acid) for 30min on 

ice. Lysates were separated on an 8% SDS-polyacrylamide gel and transferred to Trans-Blot 

nitrocellulose membrane (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). After blocking and 
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incubation with specific antibodies overnight, membranes were washed and incubated with 

horseradish peroxidase-labeled secondary antibodies. For protein detection, enhanced 

chemiluminescence 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 Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Membranes were then 

stripped, washed, and used with the appropriate antibodies for detection of total proteins. 

Radioligand Binding Assays. CysLT1-WT, CysLT1-G300S and CysLT1-I206S cells were 

harvested near 100% confluence and used for the binding assay. Total and non-specific 

binding were measured using tritiated and non tritiated LTD4. 7.5x105 cells were incubated 

in the buffer (Tris, pH 7.4, 10mM CaCl2, 10mM MgCl2, 10mM glycine, 10mM cysteine, and 

0.1% bovine serum albumin) with 0.75nM [3H]LTD4 for 1h at 25°C. After this, cells were 

washed three times with the buffer to remove non-specific radioactivity, then scintillation 

liquid was added to measure the radioactivity with Liquid scintillation Analyzer Tri-Carb 

2100TR (Packard, Meridon, CT, USA). Non-specific binding was determined in the presence 

of 1ɛM non-radioactive LTD4. Specific binding was calculated by subtracting the non-

specific binding from total binding. 

Statistical analysis. Statistical analyses (Student's t test 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 HEK-293 cells 

In order to study the signalling of the receptors, individually, they were transfected into a cell 

line that does not express either CysLT1 or CysLT2 receptors. The cell line HEK-293 was 

transfected transiently, and the surface expression of the c-Myc-tagged receptors was 

measured by flow cytometry, as described in Materials and Methods. As shown in Fig. 1, the 

expression levels of the variants CysLT1-G300S and CysLT1-I206S were equivalent to the 

level of expression of CysLT1-WT receptor. These results indicated that the eventual 

differences in signalling that we could obtain would not be the consequence of different 

surface expression. 
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Fig.  1. Cell surface expression of CysLT1 receptors on HEK293 cells. 

Cells were transiently transfected with the receptor cDNAs for 48h. Cell surface expression 

was measured by flow cytometry using an antibody against the extracellular epitope c-Myc. 

The data are presented as mean fluorescent intensity (MFI) of CysLT1-WT receptors and the 

variants CysLT1-G300S and CysLT1-I206S, n=11. 

 

Induction of inositol phosphate production  

After the binding of a ligand to a receptor, the activation of a GŬq-coupled receptor leads to 

the activation of PLCɓ pathway, which starts with the cleavage of PIP2 to DAG and IP3, with 

subsequent augmentation in the intracellular calcium concentration. It has been shown that 

the variant CysLT1-G300S induces a higher calcium mobilization [30]. We assessed the 

inositol phosphate (IP) production in response to the two ligands LTD4 and LTC4. The 

measured IP-1 is the last product of degradation of IP3 produced by the cells. When 

stimulated by LTD4, the cells expressing the CysLT1-G300S receptor produced significantly 
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more IP-1 than the cells expressing the WT receptor, at the concentration of 10 and 100nM 

(Fig. 2A). However, in response to LTC4, IP-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 variant CysLT1-I206S produced less IP-1 in response to LTD4 at 100nM (Fig. 

2A), whereas with LTC4 the difference with CysLT1-WT was not significant (Fig. 2B). These 

findings indicated that the CysT1-G300S receptor induced higher levels of IP production in 

response to both LTD4 and LTC4. 
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Fig.  2. Inositol phosphate production in CysLT1-transfected cells. 

Forty-eight hours post-transfection, cells were stimulated for 30min with LTD4 or LTC4 at 

0.01 to 100nM. IP-1 production was measured using an antibody against IP-1 and a 

fluorescent FRET IP-1 conjugate competitor. A) IP-1 production by CysLT1-transfected 

HEK-293 cells in response to LTD4. B) and to LTC4. Two-way ANOVA analysis; n=6; * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001. 
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Signalling pathways of the CysLT1 receptor and its variants 

It has been shown that several signalling pathways are activated by the CysLT1 receptor, 

leading to the transcription of different genes, for example the chemokines IL-8 and MCP-1 

[24, 32]. We examined the activation of the MAPKinases proteins, Erk and p38, known to 

activate the AP-1 transcription site on the IL-8 promoter. In addition, we also assessed the 

activation of the proteins c-Jun (phosphorylated by the MAPKinase JNK) and p-65, subunits 

of the complexes AP-1 and NF-əB respectively, known to bind and activate their respective 

sites located on the IL-8 promoter [33]. Those proteins are effectors of MAPKinases and NF-

əB pathways, induced following the activation of the CysLT1-WT receptor and its variants 

CysLT1-G300S and CysLT1-I206S, with LTD4. 

The results showed that the MAPKinases (Erk and p38), and NF-əB pathways were activated 

through the CysLT1-WT receptor and its variants. The phosphorylation of Erk was induced 

to a significantly higher degree following activation of CysLT1-G300S with 10 and 100nM 

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

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

of p65, which is crucial for the activation of NF-əB, was equivalent between the variants and 

the WT receptor (Fig. 3C). Finally, phosphorylation of c-Jun was also equivalent between 

the WT receptor and the variants (Fig. 3D). In conclusion, our findings indicate that LTD4-

induced activation of the variant CysLT1-G300S predominantly enhanced the Erk1/2 

MAPKinase pathway in a concentration-dependent manner (Fig. 3A). 
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Fig. 3. MAPKinases and NF-əB pathway effector phosphorylation in response to LTD4. 

Cells were stimulated with EtOH (vehicle) or LTD4 for 10min with the indicated 

concentrations. Data are presented as relative intensity of phosphorylated over total proteins 

and reported as fold increase compared to non-stimulated conditions. A) Erk 

phosphorylation in response to LTD4 (n=6). B) p38 phosphorylation in response to LTD4 

(n=3). C) p65 phosphorylation in response to LTD4 (n=5). D) c-Jun phosphorylation in 

response to LTD4 (n=3). Two-way ANOVA analysis; * p<0.05; ** p<0.01. 

 

IL -8 promoter transactivation  

Thompson and al. [24] showed that IL-8 promoter transactivation can be induced by LTC4 

and LTD4 via CysLT1 receptors. We examined whether the receptor mutations would affect 

this activation. HEK293 cells were co-transfected with an IL-8 promoter construct upstream 

of a luciferase gene reporter, in addition to the CysLT1 receptors. 

In cells expressing the CysLT1-G300S receptor, LTD4 stimulation at 10 and 100nM induced 

significantly greater IL-8 promoter transactivation (Fig. 4A). A similar response was 

observed following LTC4 stimulation, with a significantly enhanced response at 10nM of 

LTC4 (Fig. 4B). On the other hand, the variant CysLT1-I206S did not show any significant 

difference with the CysLT1-WT in response to either LTD4 or LTC4, although it tended to be 

lower (Fig. 4A and B). 
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Fig.  4. IL -8 promoter activity in CysLT1-transfected HEK293 cells. 

Forty-eight hours after co-transfection of the receptors and the IL-8 promoter/luciferase 

construct, cells were stimulated with graded concentrations of LTD4 or LTC4 (0.01 to 

100nM) for 6h, then lysed, and the luciferase activity was measured. IL-8 promoter activity 

in CysLT1-transfected HEK293 cells in response to (A) LTD4 or (B) LTC4. Two-way ANOVA 

analysis; n=5; ** p<0.05; **** p<0.0001. 

 

IL -13 promoter transactivation  

Since the Th2 cytokine IL-13 is known to be involved in asthma [14, 34], we wanted to assess 

whether activation of the CysLT1 receptor by LTD4 and LTC4 could induce IL-13 expression, 

by measuring IL-13 promoter transactivation in response to LTD4 or LTC4. 

IL-13 promoter transactivation attained similar levels in CysLT1-G300S and WT receptor 

expressing cells in response to maximal LTD4 concentrations, but the variant responded 

significantly better to a suboptimal concentration (1nM) of the ligand (Fig. 5A). CysLT1-

I206S-expressing cells responded less, particularly at 100nM LTD4 (Fig. 5A). Following 

stimulation with LTC4, CysLT1-G300S cells responded in a manner equivalent to WT cells, 
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whereas CysLT1-I206S cells maintained their lower response, especially at 10nM of LTC4 

(Fig. 5B). 
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Fig.  5. IL -13 promoter transactivation in CysLT1-transfected HEK293 cells. 

Forty-eight hours after co-transfection of the receptors and the IL-13 promoter/luciferase 

construct, cells were stimulated with graded concentrations of LTD4 or LTC4 for 6h, from 

0.01 to 100nM, then lysed and the luciferase activity was measured. IL-13 promoter activity 

in CysLT1-transfected HEK293 in response to (A) LTD4 or (B) LTC4. Two-way ANOVA 

analysis; n=4; *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

 

Binding of LTD4 to the CysLT1 receptor and its variants 

The higher responses of the CysLT1-G300S variant to LTD4 could be due, at least in part, to 

greater binding of the ligand. In a preliminary experiment, we measured the total and non-

specific binding of radio-labelled 3H-LTD4 to transiently transfected HEK293 cells. 

As shown in Fig. 6, the CysLT1-G300S variant was able to bind a larger quantity of LTD4 

than either the WT or the CysLT1-I206S variant, suggesting that the greater binding capacity 

of the CysLT1-G300S variant for LTD4 could be at least partially responsible for its enhanced 

signalling.  
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Fig. 6. Binding of LTD 4 to the CysLT1-WT receptor and its variants in transiently 

transfected HEK293 cells. 

Forty-eight hours post-transfection, 3H-LTD4 was added to the cells for 1h, in the presence 

or absence of non-radioactive LTD4. Following several washes, the radioactivity was 

measured in a beta-counter (n=3). Specific binding was calculated by subtracting the non-

specific binding (in presence of competitive non-radioactive LTD4) from the total binding 

measured. 
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DISCUSSION 

In the present work, we have shown that the natural variants CysLT1-G300S and 

CysLT1-I206S 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 IL-8 and IL-13 promoter transactivation are higher in the 

cells expressing the variant CysLT1-G300S. In addition, the binding of LTD4 appears to be 

higher as well. In contrast, when the cells express the variant CysLT1-I206S, 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. Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor sees its expression increased 

[35], whereas mutant m1 muscarinic receptor and Dopamine receptor DRD2 have their 

expression decreased [36, 37]. However, other variants of GPCRs do not alter their cell 

surface expression nor their trafficking as is the case for Ŭ2A and Ŭ2C adrenergic receptors 

[38]. When we assessed whether the naturally occurring serine mutations in structure of the 

CysLT1 receptor would affect its constitutive 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. 

Since the mutation to serine could potentially play a role in signalling, we used a bio-

informatic server NetPhos 2.0 [39] to predict the phosphorylation sites in the receptor. It 

showed that the residues 300S and 206S would not create new phosphorylation sites, and that 

the potential differences would not be due to altered new phosphorylation-dependent 

desensitization. 

In terms of functional responses, cells expressing the receptor variant CysLT1-G300S 

produced more IPs than cells expressing the WT receptor following stimulation with the 

ligands LTD4 and LTC4. IPs are produced following GPCR activation of its associated GŬq 

protein that triggers the activation of PLCɓ and the generation of IP-3. This activation 

pathway appears to be more efficient with cysLT-induced CysLT1-G300S activation (Fig. 

2). It is one of the first steps in the signalling cascade upon the activation of GPCR receptors, 

and there is already a difference between the variants and 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 G-proteins or in phosphorylation levels. When we 

compared basal IP levels in the transfected cells expressing CysLT1-WT and CysLT1-G300S, 

there was no significant difference that would suggest that the receptor variant was more 

constitutively active than the WT receptor and CysLT1-I206S variant.  

We further explored other levels of signalling and found that ligand activation of the 

variant CysLT1-G300S induced an augmented level of phosphorylation of the MAPKinase 

Erk. However, the proteins p65 of NF-əB pathway, the MAPKinase p38, and the protein c-

Jun activated by the MAPKinase JNK, were not differentially activated by the variant 

CysLT1-G300S, compared to the WT receptor (Fig. 3). Although the variant induces the 

activation and phosphorylation of the NF-əB and the other MAPKinases as well, these results 

suggest that it favors the Erk pathway. Activation of the GŬq-coupled CysLT1 receptor 

induces indirectly the activation of PKC proteins that in turn activate the IKK complex, 

phosphorylate Iə-B and release the dimeric complex NF-əB (p65 and p50/52) [24, 33]. 

CysLT1 receptor is also known to activate the Erk pathway [23, 40]. This led us to speculate 

that the point of divergence of the response of the variant CysLT1-G300S would be upstream 

the MAPK Erk, separate from the elements activating the NF-əB pathway. Thus, it would be 

of interest to further explore the signalling cascade, including the activation of Ras proteins 

and PKCs, to differentiate the two pathways of activation of CysLT1 receptor and its variants 

[20].  

On the other hand, the IL-8 promoter activity induced by the signalling cascade of the 

CysLT1-G300S receptor is higher than that of the WT receptor. The chemokine IL-8 is 

mainly involved in the recruitment and activation of neutrophils and we have previously 

shown that this chemokine gene is a target for the transcription factors activated by the 

CysLT1 receptor, by the presence of binding sites for NF-əB, NF-IL-6 and AP-1, via the NF-

əB and MAPKinase pathways [24, 33]. It is interesting to note that, although the ligand of 

predilection of CysLT1 is LTD4, there is also a difference in the responses induced by LTC4, 

between the WT and the variant CysLT1-G300S receptors. Our results indicate that LTD4-

induced signalling is stronger with the variant CysLT1-G300S than with the CysLT1-WT 

receptor, due to a higher response at the same low concentrations (Fig. 4). Taken together, 

our results let us speculate that the enhanced IL-8 promoter transactivation through the 
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variant CysLT1-G300S may be the result of a synergic activation of PLCɓ and the MAPK/Erk 

pathway, leading to a more efficient downstream signalling cascade.  

Using Genomatix software MatInspector [41], we predicted that the human IL-13 

promoter had STAT, GATA, AP-1 and NF-əB binding sites. In addition to the fact that IL-

13 is a Th2 cytokine involved in asthma and allergic rhinitis [34, 42], and that it up-regulates 

CysLT1 receptor expression [14, 16, 34, 43], it was also shown that CysLT1 activation 

induces IL-13 production in type 2 Innate Lymphoid Cells [44]. Since the IL-13 promoter 

shares several binding sites with the IL-8 promoter, we speculated that IL-13 promoter 

transactivation could also be induced by CysLT1 activation by cysLTs in HEK293-cells. 

Indeed, both LTD4 and LTC4 induced IL-13 promoter activation, suboptimal concentrations 

of LTD4 induced a higher response through CysLT1-G300S variant, (Fig. 4 and Fig. 5).  

Many mutations in the structure of G-protein-coupled receptors have been studied 

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 signalling [45]. Our laboratory has shown that the variant 

CysLT2-M201V has a reduced signalling in response to both LTC4 and LTD4, compared to 

the CysLT2-WT receptor [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 affected as well. Our findings indicate a greater specific binding of LTD4 to the 

variant CysLT1-G300S than the CysLT1-I206S variant or the WT receptors (Fig. 6). This 

could be due to a higher affinity of the binding sites on CysLT1-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 reported. We have shown 

that a mutation in the C-tail of the BLT1 receptor increased the number of binding sites and 

cellular signalling [47]. In the ɓ2-adrenergic receptor, mutations in the amino-acid structure 

alter the dynamics and conformation of the receptor and the ligand-binding capacity [48]. 

However, further experiments need to be carried out to determine the binding affinity of the 

cysLTs LTD4 and LTC4 to the CysLT1 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 homo-dimers at the cell surface [49, 50]. It is possible that dimerization 

may naturally occur between the variants and the WT receptor. This could add an important 

element to the signalling and induce alterations in the pathways, the effectors and the 

combined functional response. Up to now, the dynamic structure of the CysLT1 receptor is 

not fully understood, 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 

CysLT1 receptor variants, at several levels, and showed that a punctual serine mutation could 

alter the response of receptors to cysLTs. Although atopy is a complex phenotype implicating 

different cell types, mediators and pathways, the variant CysLT1-G300S of the CysLT1 

receptor may, at some point, play a role in this association, through its higher signal 

transduction capabilities.  
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4 MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Matériels. Le LTC4 et le LTD4 ont été obtenus de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). 

Le Kit IP-One HTRF était de CisBio Bioassays (Bedford, MA, USA). Lôanticorps anti-c-

Myc ®tait produit ¨ partir dôhybridome de souris (9E10) provenant de chez American Type 

Culture Collection (Manassas, VA, USA). Lôanticorps anti-HA était de Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Les anticorps secondaires anti-souris conjugué 

à Cy5 et anti-lapin conjugué à Alexa Fluor 488 ont été obtenus de Jackson ImmunoResearch 

Laboratories Inc. (West Grove, PA, USA). Le s®rum bovin fîtal (FBS-Fîtal Bovine Serum) 

était de Sigma-Aldrich (Oakville, QC, Canada). Le TransIT-LT1 était de Mirus Bio LLC 

(Madison, WI, USA), et le milieu de culture DMEM (Dulbeccoôs modified Eagleôs medium) 

à haut taux de glucose provenait de Invitrogen, Burlington, Canada. La D-Luciferine était de 

chez Roche (Mississauga, ON, Canada). La Coelenterazine 400A (DeepBlueC) provenait de 

Biotium (Hayward, CA, USA). La poly-L-lysine était de Sigma-Aldrich (Oakville, QC, 

Canada). Le milieu de montage Vectashield était de Vector Laboratories (Peterborough, 

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

(Burlington, ON, Canada). 

Plasmides. Les plasmides pcDNA3-mycCysLT1WT, pcDNA3-mycCysLT1G300S, pCMV-

mycCysLT2WT et pCMV-mycCysLT2M201V, construits dans notre laboratoire, codent pour 

les récepteurs humains CysLT1-WT, CysLT1-G300S, CysLT2-WT, CysLT2-M201V 

®tiquet®s avec lô®pitope Myc, r®sistants ¨ lôampicilline, stabilis®s par un intron 5ô ɓ-globin, 

et sont sous le contrôle du promoteur du CMV (les mutants ont été générés par mutagenèse 

à partir du type sauvage).  

Des constructions codant pour les mêmes récepteurs ci-hauts, mais ®tiquet®s avec lô®pitope 

HA au lieu de Myc, ont été réalisées pour les expériences de cytométrie.  

Pour les expériences de BRET, des plasmides construits comprennent les gènes codant pour 

les récepteurs CysLT1-WT, CysLT2-WT, CysLT1-G300S et CysLT2-M201V étiquetés avec 

lô®pitope Myc, ainsi que les g¯nes codant pour le GFP2 ou la RLuc, contrôlés par le 

promoteur du CMV, stabilis®s avec un intron 5ô ɓ-globin et une séquence kozak, et résistants 

à la zéocine (plasmide GFP2) ou kanamycine (plasmides RLuc). 

Pour les expériences de BiFC, les constructions utilisées codent pour les récepteurs CysLT1-

WT, CysLT2-WT, CysLT1-G300S et CysLT2-M201V, contrôlés par le promoteur du CMV, 
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stabilis®s avec un intron 5ô ɓ-globin et une séquence kozak, et résistants à la zéocine. En plus 

des récepteurs, les constructions contiennent une moitié de la protéine de fusion Venus, 

Venus-C ou Venus-N. 

La construction du promoteur de lôIL-8 humain couplé au gène de la luciférase hIL8/luc (-

162/+44) était un cadeau du Dr. Allan R. Brasier (University of Texas Medical Branch, 

Galveston, TX). 

Constructions plasmidiques pour le BRET et BiFC. Les constructions pour le BRET des 

récepteurs variants ont été effectuées à partir des constructions des récepteurs CysLT1 et CysLT2 

de type sauvage existantes dans notre laboratoire, étiquetés avec les éléments GFP2 et RLuc. La 

stratégie de clonage consistait à retirer par digestion les inserts codant pour les gènes des 

récepteurs variants CysLT1-G300S et CysLT2-M201V, provenant des constructions pcDNA3-

mycCysLT1-G300S et pCMV-mycCysLT2-M201V et les insérer dans le vecteur pGFP-

CysLT1/pGFP-CysLT2 et pRLuc-CysLT1/pRLuc-CysLT2 auquel on a retiré les gènes des 

récepteurs CysLT1/CysLT2 de type sauvage. Les inserts ont été amplifiés par PCR grâce aux 

amorces CysLT1 : amorce sens 5ô-atggctttgtgctctatgtcct-3ô et amorce anti-sens 

5ôgcgggtaccgctactttacatatttcttctcctt-3ô et les amorces cysLT2 : amorce sens 5ô-

acatctgtgaacgttttcatgc-3ô, et amorce anti-sens 5ô-gcgggtacccttgtttcctttctcaaccacacac-3ô. Les 

enzymes de restrictions utilisées étaient Acc65i et BglII. Après digestion, ligation et 

transformation bactériennes, les colonies ont été sélectionnées avec Zéocine (pGFP) et 

Kanamycine (pRLuc). Ainsi nous avons obtenu les constructions pGFP-CysLT1-G300S, pGFP-

CysLT2-M201V, pRLuc-CysLT1-G300S, et pRLuc-CysLT2-M201V. 

Dans le cas des constructions pour le BiFC, les récepteurs sont étiquetés avec des moitiés de 

protéines de Fusion Venus (Venus-N et Venus-C). La même stratégie a été utilisée pour les 

constructions pour le BiFC, ¨ lôexception des amorces et des enzymes. Les amorces utilis®es pour 

amplifier les inserts sont les mêmes que ci-dessus. Les enzymes de restriction utilisées pour 

extraire les inserts ®taient ApaI et NheI. Les vecteurs donneurs dôinserts sont pGFP-CysLT2, 

pGFP-CysLT2-M201V et pcDNA3-myc-CysLT1-G300S. Les vecteurs receveurs sont pVenusN-

CyLT1 et pVenusC-CysLT1. Après digestion, ligation, transformation et sélection (Zéocine), 

nous avons obtenu les constructions pVenusN-CysLT1-G300S, pVenusN-CysLT1-I206S, 

pVenusN-CysLT2, pVenusN-CysLT2-M201V, pVenusC-CysLT1-G300S, pVenusC-CysLT1-

I206S, pVenusC-CysLT2, pVenusC-CysLT2-M201V. 
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Les vecteurs receveurs sont pVenusN-CyLT1 et pVenusC-CysLT1 ont été construits suivant le 

m°me type de strat®gie ®galement, qui a consist® en lôinsertion de VenusC ou VenusN dans des 

plasmides codant pour le récepteur CysLT1. Les amorces utilisées étaient pour VenusC : amorce 

sens 5ô-tccaccggtcgtgagcaagggcgaggagctg-3ô et amorce anti-sens 5ô-

cgagcggccgcttactgcttgtgggcggtgat-3ô; et pour VenusN : amorce sens 5ô-

tccaccgcgtcaagaacggcatcaaggccaact-3ô et amorce anti-sens 5ô-cgagcggccgcttacttgtacagctcgtccat-

3ô. Les enzymes de restriction utilis®es ®taient AgeI et NotI. 

Cellules. Des cellules HEK-293 (American Type Culture Collection) ont été mises en culture 

dans du milieu DMEM, supplémenté avec 5% FBS, 100ɛg/ml pénicilline et streptomycine. 

Des transfections transitoires de 1Õg dôADN ont ®t® effectu®es gr©ce au TransIT-LT1. En 

co-expression, le rapport de quantit® dôADN plasmidique transfect®e codant pour les 

récepteurs était de 50:50. Les expériences ont été réalisées 24 ou 48h post-transfection. 

Quatre principales combinaisons de transfections ont été effectuées : CysLT1-WT+CysLT2-

WT, CysLT1-WT+CysLT2-M201V, CysLT1-G300S+CysLT2-WT et CysLT1-

G300S+CysLT2-M201V. 

Expression de surface des récepteurs et leurs variants. Les cellules ont été co-transfectées 

avec les récepteurs CysLT1 et CysLT2 et leurs mutants, tel quôindiqu® dans les combinaisons 

suivantes : CysLT1-WT+CysLT2-WT, CysLT1-WT+CysLT2-M201V, CysLT1-

G300S+CysLT2-WT et CysLT1-G300S+CysLT2-M201V. Lôun des deux récepteurs 

transfect®s ®tait ®tiquet® avec lô®pitope c-Myc, alors que le second était étiqueté avec 

lô®pitope HA. 48h apr¯s la transfection, les cellules ont ®t® lav®es au PBS (Phosphate Buffer 

Saline), décollées au versène, fixées avec du Paraformaldéhyde (PFA) 2% pendant 15min à 

température ambiante. Ensuite, les cellules ont été lavées puis bloquées avec de la BSA 2% 

pendant 30min. Par la suite, lôanticorps anti-cMyc ou anti-HA a été ajouté à raison de 0,1mg 

par 106 cellules, pendant une heure à température ambiante. Après trois lavages de 15min, 

lôanticorps secondaire a ®t® ajout® et laiss® au contact des cellules pendant une heure. Enfin, 

les cellules ont été lavées puis transférées dans des tubes pour FACS pour être analysées par 

un appareil dual-laser FACSCalibur cytometer (Becton Dickinson, Mountain View, CA, 

USA). 

Essai de mesure des inositol phosphates (Essai IP-one). 48h après la transfection, les 

cellules ont été décollées et 20 000 dôentre elles sont d®pos®es dans des puits dôune plaque 

blanche ¨ 348 puits. Lôexp®rience est effectu®e selon les instructions du manufacturier du kit 
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IP-one. En bref, les cellules sont resuspendues dans un tampon (10mM Hepes, 1mM CaCl2, 

0.5mM MgCl2, 4.2mM KCl, 146mM NaCl, 5.5mM glucose, 50mM LiCl, pH 7.4), puis 

stimulées pendant 30min avec du LTD4 ou LTC4 à des concentrations croissantes de 0.01 à 

100nM. LôIP-1 exogène fourni par le kit, couplé avec une molécule fluorescente d2, a été 

ajout® aux cellules, ensuite côest un anticorps monoclonal sp®cifique ¨ lôIP1 qui a été ajouté. 

Celui-ci est étiqueté avec un conjugué lumi4-tb cryptate, qui fera comp®tition ¨ lôIP natif 

produit par les cellules. Apr¯s une heure dôincubation, la fluorescence est mesur®e ¨ 665 et 

620nm, grâce à un lecteur de plaque TECAN M1000 (Männdorf, Switzerland). Lôintensit® 

du signal de FRET obtenu est inversement proportionnelle ¨ la quantit® dôIP1 produite par 

les cellules. 

Essai luciférase. Les cellules HEK-293 sont mises en culture dans des plaques 24 puits pour 

24h. les cellules ont été transfect®es avec 20ng/puits dôADN plasmidique codant pour les 

r®cepteurs (10ng de chaque r®cepteur) et 0.05ng dôADN plasmidique portant le promoteur 

d'IL-8 couplé au gène de la luciférase (IL8/luc), en plus de 0.75ɛl dôagent de transfection 

TransIT-LT1. Après 24h, les cellules sont sevrées pour la nuit avant la stimulation pendant 

6h le lendemain avec du LTC4, LTD4 ou £thanol (EtOH). Lôactivit® lucif®rase est mesur®e 

dans les lysats cellulaires grâce au Dual-Glo luciferase system (Promega, Madison, WI). 

Essai de saturation en BRET. Les cellules sont mises en culture dans des plaques 6 puits, 

transfectées avec les ADNs plasmidiques codant pour les récepteurs étiquetés avec soit les 

molécules GFP (Green Fluorescent Protein) ou RLuc (Renilla Luciferase). La quantité 

dôADN codant pour le r®cepteur ®tiquet® avec RLuc est maintenue constante (0.2Õg), alors 

que celle du récepteur étiqueté avec GFP est croissante (de 0 à 0.8ɛg). 48h  après la 

transfection, les cellules sont décollées, lavées, puis resupendues dans du PBS 1g/l de glucose 

dans une plaque blanche 96 puits. La fluorescence commune (bruit de fond) a été déterminée 

par la lecture de la plaque sans aucun substrat à 410nm, grâce au lecteur de plaque (Fusion 

Universal Plate Analyzer). Puis le signal BRET2 est mesur® suite ¨ lôajout de substrat 

Coelenterazine 400A 5ɛM, suivant ces paramètres : gain à 100, voltage à 1100, filtre 

dô®mission 1ï410 nm, et filtre dô®mission 2ï515 nm.  

Essai de complémentation (BiFC). 4000 cellules sont ensemencées sur des lamelles stériles 

pré-traitées à la Poly-L-Lysine 0.1mg/ml et à la BSA 2%, plac®es dans des puits dôune plaque 

12 puits. Une heure plus tard à 37°C, lorsque les cellules ont adhéré aux lamelles, la 
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transfection est effectuée avec les ADNs codant pour les récepteurs étiquetés en C-terminal 

avec soit lôune ou lôautre des moiti®s dôune prot®ine de fusion (Venus, une variante du YFP-

Yellow Fluorescent Protein) cliv®e au niveau de lôacide amin® 155. La transfection est 

effectuée avec 0.25ɛg dôun r®cepteur ®tiquet® avec Venus-N (1-158), et 0.25ɛg dôun second 

récepteur étiqueté avec Venus-C (159-239). 1.5ɛl de Transit-LT1 est nécessaire pour chaque 

transfection, pour un total de 50ɛl. 24h après la transfection, les cellules sont lavées avec du 

PBS+20mM CaCl2, puis fixées avec de la PFA 2%, puis marquées au DAPI 0.25mg/ml dans 

du milieu Vectashield.  

Analyses bio-informatiques (NetPhos2 et MatInspector). Afin de prédire la présence de 

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

NetPhos 2.0 (Blom 1999). Sur le site internet : http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/, la 

séquence FASTA des récepteurs CysLT1-WT, CysLT1-G300S et CysLT1-I206S ont été 

fournies. Le logiciel analyse les séquences et détermine la présence potentielle de sites de 

phosphorylation sérine thréonine ou tyrosine, avec une sensibilité allant de 69 à 96%. Le 

nombre des différents sites potentiels, leur position, ainsi que le score de phosphorylation 

sont générés. Les r®sultats de lôanalyse sont illustr®s dans la figure 13. 

En ce qui concerne le logiciel MatInspector de Genomatix (Cartharius et al. 2005), celui-ci 

nous permet de prédire les sites de liaison de facteurs de transcription sur le promoteur de 

lôIL-13. Dans ce cas-ci ®galement, la s®quence FASTA du promoteur de lôIL-13 a été fournie 

sur le site internet : https://www.genomatix.de/?s=eb93717132b5b9da1b7894230377a045. 

Celle-ci est analysée et une liste de familles de facteurs de transcription ainsi que leurs 

différentes positions sur la séquence du promoteur sont générées. Le logiciel prend en compte 

la conservation des sites de liaison des facteurs de transcription (classe des vertébrés), avec 

un score de similarité avec les séquences de la librairie de 0,75. Les facteurs de transcription 

impliqués dans le système immunitaire sont illustrés dans la figure 14. 

Statistiques. Les analyses statistiques (test t de Student) sont effectuées grâce au logiciel 

Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). 

5 
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6RÉSULTATS 

Expression de surface des récepteurs CysLT co-exprimés chez les HEK-293 

Afin dô®tudier la signalisation des récepteurs CysLT1 et CysLT2, nous avions besoin 

de les transfecter dans des cellules ne les exprimant pas. Des cellules de la lignée HEK-293 

ont ®t® transfect®es de fa­on transitoire avec deux r®cepteurs ¨ la fois, et lôexpression de 

surface des récepteurs a été mesurée par cytométrie en flux, tel que décrit dans la section 

Mat®riels et M®thodes. On a voulu savoir si la pr®sence dôun r®cepteur affectait lôexpression 

du second récepteur transfecté et exprimé dans la même cellule. Pour cela, les récepteurs sont 

étiquetés avec deux épitopes différents afin de les distinguer. Nous avons transfecté les 

récepteurs CysLT1 de type sauvage et son variant CysLT1-G300S ®tiquet®s avec lô®pitope c-

Myc, avec soit le récepteur CysLT2 de type sauvage ou le variant CysLT2-M201V, étiquetés 

avec lô®pitope HA. Inversement, nous avons transfect® les r®cepteurs CysLT2 étiquetés c-

Myc, avec les récepteurs CysLT1, ®tiquet®s HA. Ainsi, nous avons quantifi® lôexpression de 

c-Myc et HA, qui correspondent ¨ lôexpression des r®cepteurs. Les résultats des co-

expressions sont rapport®s ¨ la condition o½ le r®cepteur est exprim® seul (quantit® dôADN 

transfect® ®quivalente). Comme montr® dans la figure 8A, il nôy a pas de diff®rence dans 

lôexpression de surface des r®cepteurs CysLT1 seuls et lorsquôils sont co-exprimés avec 

d'autres r®cepteurs. Il nôy a pas non plus de diff®rence dans lôexpression des r®cepteurs 

CysLT2 lorsque les récepteurs CysLT1 sont présents (figure 8B). La pr®sence dôun second 

type de r®cepteur nôaffecte pas lôexpression de surface du premier récepteur. Ces résultats 

permettent de nous assurer que les récepteurs ont des niveaux comparables et que les 

diff®rences de signalisation que lôon pourrait obtenir ne sont pas dues ¨ lôalt®ration de 

lôexpression de surface des r®cepteurs.  

   



 

 

71 

71 

C
y
s
L

T
1
 w

t  
m

y
c
+
h

a

C
y
s
L

T
1
 w

t  
m

y
c
 +

 C
y
s
L

T
2
 w

t  
h

a

C
y
s
L

T
1
 w

t  
m

y
c
 +

 M
2
0
1
V

 h
a

G
3
0
0
S

 m
y
c
+
h

a

G
3
0
0
S

 m
y
c
 +

 C
y
s
L

T
2
 w

t  
h

a

G
3
0
0
S

 m
y
c
 +

 M
2
0
1
V

 h
a

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

N
iv

e
a

u
 d

'e
x

p
r
e

s
s

io
n

(p
a

r
 r

a
p

p
o

r
t 

a
u

 r
é

c
e

p
te

u
r
 s

e
u

l)

A

 

C
y
s
L

T
2
 w

t  
m

y
c
+
h

a

C
y
s
L

T
2
 w

t  
m

y
c
 +

 C
y
s
L

T
1
 w

t  
h

a

C
y
s
L

T
2
 w

t  
m

y
c
 +

 G
3
0
0
S

 h
a

M
2
0
1
V

 m
y
c
+
h

a

M
2
0
1
V

 m
y
c
 +

 C
y
s
L

T
1
 w

t  
h

a

M
2
0
1
V

 m
y
c
 +

 G
3
0
0
S

 h
a

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

N
iv

e
a

u
 d

'e
x

p
r
e

s
s

io
n

(p
a

r
 r

a
p

p
o

r
t 

a
u

 r
é

c
e

p
te

u
r
 s

e
u

l)

B

 
Figure 8. Expression de surface de récepteurs chez des cellules HEK-293. 

Les cellules ont été transfectées de façon transitoire avec les récepteurs indiqués et 

lôexpression a ®t® mesur®e 48h plus tard par cytom®trie en flux. Les niveaux dôexpression 

sont présentés par rapport à la condition de transfection du récepteur individuel, en prenant 

en compte la quantification de lôexpression de lô®pitope c-Myc (quantit® dôADN totale égale). 

A) Co-transfection des récepteurs CysLT1 de type sauvage et le variant CysLT1-G300S avec 

les récepteurs CysLT2 de type sauvage ou le variant CysLT2-M201V. B) Co-transfection des 

récepteurs CysLT2 de type sauvage et le variant CysLT2-M201V avec les récepteurs CysLT1 

de type sauvage ou le variant CysLT1-G300S. (n=3). 
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Interaction et dimérisation des récepteurs évaluées par BiFC et BRET 

Nous avons émis l'hypothèse que la dimérisation des deux variants, CysLT1-G300S 

et CysLT2-M201V, aurait un r¹le dans la r®ponse aux cysLTs et le ph®notype atopique. Côest 

pour cela que nous avons effectu® des exp®riences afin dô®tudier les interactions entre 

r®cepteurs par compl®mentation bimol®culaire (BiFC) et transfert dô®nergie par r®sonance 

bioluminescente (BRET). 

Pour les expériences de BiFC, la protéine de fusion fluorescente utilisée est la protéine 

Venus, une variante mutée plus efficace, de la protéine YFP (Yellow Fluorescent Protein). 

Chaque moiti® de Venus, cliv®e ¨ lôacide amin® 155, a ®t® ®tiquet®e à un récepteur, tel 

quôindiqu® dans la section Mat®riels et M®thodes. Le principe de la technique repose sur la 

reconstitution de la prot®ine de fusion fluorescente, lorsque les deux prot®ines dôint®r°t sont 

assez proches pour pouvoir interagir (distance de 10Å). Il est à noter que deux types de 

contrôle négatif ont été utilisés : la transfection de lôune des deux moiti®s de la prot®ine de 

fusion seulement ; et la transfection des deux moiti®s de la prot®ine de fusion, lôune ®tiquet®e 

avec le r®cepteur dôint®r°t et lôautre avec une prot®ine connue pour ne pas interagir avec le 

récepteur, à localisation différente (PTPN2, protéine tyrosine phosphatase non récepteur de 

type 2, localisée au réticulum endoplasmique). Les résultats de BiFC montrent que les deux 

moitiés, Venus-N et Venus-C, se reconstituent, lorsquôelles sont ®tiquet®es aux r®cepteurs 

CysLT1, CysLT2 et leurs variants respectifs (Figure 9A). Cela indique que les récepteurs sont 

assez proches pour pouvoir interagir entre eux et dimériser. Donc, les récepteurs CysLT1 et 

CysLT2 de type sauvage, ainsi que les variants CysLT1-G300S et CysLT2-M201V ont la 

capacité de dimériser avec leurs partenaires homologues.  

Concernant les résultats de co-expression de récepteurs hétérologues, on a également 

reconstitution de la protéine de fusion, ce qui nous mène à la même conclusion. Les 

récepteurs CysLT1 et CysLT2 de type sauvage peuvent hétérodimériser, de même que leurs 

variants CysLT1-G300S et CysLT2-M201V (Figure 9B). Par ailleurs, il est à noter que les 

récepteurs sont exprimés de façon ubiquitaire dans la cellule, se retrouvant principalement 

autour du noyau, dans lôappareil de Golgi ou réticulum endoplasmique. Ceci est dû à la 

surexpression protéique des récepteurs lors des expériences.  

Bien que les résultats de BiFC soient simples à analyser et à interpréter, la 

reconstitution de la protéine de fusion est irréversible. De ce fait, on tient moins compte de 
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la dynamique de lôinteraction. Côest pour cela que nous avons effectu® des exp®riences 

dôessai de saturation en BRET pour étudier les interactions entre les partenaires de 

dimérisation. Le principe de la technique est semblable au BiFC : lorsque les molécules GFP 

et RLuc sont assez proches (10Å ou moins), un signal de BRET2 est obtenu. Ainsi, par essai 

de saturation, on sôassure que lôinteraction est sp®cifique et on peut comparer le profil 

dôinteraction et de dim®risation entre les diff®rents r®cepteurs. Lorsque les donn®es de 

saturation prennent la forme dôune hyperbole, il sôagit dôune dim®risation, sinon si côest une 

droite, pas de dimérisation.  

Les résultats de BRET montrent que les récepteurs CysLT1 et CysLT2 de type 

sauvage, les variants CysLT1-G300S et CysLT2-M201V interagissent avec leurs partenaires 

homologues. Ces r®cepteurs ont la capacit® dôhomodimériser due à leur proximité (Figure 

10A). Lorsque deux récepteurs différents sont exprimés dans la même cellule, il est observé 

que le récepteur CysLT1 de type sauvage peut interagir et dimériser avec le récepteur CysLT2 

de type sauvage, mais également avec le variant CysLT2-M201V (Figures 9 et 10). La même 

chose est montrée concernant le variant CysLT1-G300S, celui-ci peut dimériser avec les deux 

récepteurs CysLT2 (Figure 10B). La diff®rence dôamplitude dans les courbes de BRET 

obtenues est due à la diff®rence dôexpression du r®cepteur CysLT2 par rapport au récepteur 

CysLT1. En effet, le récepteur CysLT2 est plus exprimé que le récepteur CysLT1. Par contre, 

il est observé que le ratio de BRET est plus élevé pour le récepteur CysLT1-G300S, que ce 

soit en homo ou hétéro-dimérisation, suggérant que ce récepteur formerait plus de dimères 

avec son partenaire dôinteraction. 
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