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Préface 

 
Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) représentent la plus grande famille de 

protéines membranaires, avec plus de 800 gènes codants identifiés dans le génome humain. Les 

RCPG ont la capacité de lier une grande diversité de ligands, aussi bien des molécules endogènes 

tels que les hormones, les nucléotides, les neurotransmetteurs, que des signaux exogènes comme les 

photons, les molécules odorantes ou gustatives. Localisés à la surface des cellules dans la 

membrane plasmique, ils sont des intermédiaires clés dans la transmission de signaux de l’extérieur 

vers l’intérieur de la cellule. Ces récepteurs, exprimés dans tous les organes du corps humain, 

jouent un rôle primordial dans la communication intercellulaire et la réception des signaux 

sensoriels. Ils sont impliqués dans la plupart des grandes fonctions physiologiques et, par 

conséquent, dans les dysfonctionnements associés. Ils représentent donc des cibles thérapeutiques 

très intéressantes pour le traitement de nombreuses pathologies, telles que des maladies cardiaques, 

des désordres du système nerveux central ou inflammatoires, et sont déjà la cible de 30 % des 

médicaments actuellement sur le marché pharmaceutique. Les RCPG ont donc un grand intérêt 

aussi bien pour la recherche fondamentale que pour la santé publique. 

Depuis les premières études utilisant des molécules radioactives pour détecter ces récepteurs 

et en décrire les propriétés dans les années 1970, en passant par le clonage des gènes codant ces 

protéines dans les années 1980, jusqu’aux études réalisées pour comprendre les mécanismes de 

reconnaissance des ligands et de signalisation cellulaire et mettre à jour la structure de ces 

récepteurs, la recherche s’intéresse depuis plus de 40 ans aux RCPG. De nombreux travaux ont 

permis d’avancer dans la compréhension du fonctionnement de ces récepteurs et plusieurs grandes 

découvertes ont d’ailleurs été récompensées de leur intérêt par un prix Nobel. Le premier remonte à 

1971, décerné à Earl W. Sutherland pour ses découvertes concernant les mécanismes d'action des 

hormones, notamment l’adrénaline. Plus tard, en 1994, Alfred G. Gilman et Martin Rodbell 

obtiennent le prix Nobel de physiologie et médecine pour la découverte des protéines G et leur rôle 

dans la transduction du signal dans les cellules entre les RCPG et leurs effecteurs. En 2000, Arvid 

Carlsson, Paul Greengard et Eric R. Kandel reçoivent le prix Nobel de physiologie et médecine 

pour avoir établi le rôle des RCPG dans la transmission synaptique et la transduction des signaux 

dans le système nerveux. Richard Axel et Linda B. Buck ont cloné les gènes codant pour des 

centaines de récepteurs aux odeurs et ont défini l’organisation générale du système olfactif, ce qui 

leur a valu le prix Nobel de physiologie et médecine en 2004. Et plus récemment, Robert J. 

Lefkowitz et Brian Kobilka ont reçu le prix Nobel de chimie 2012 pour leurs travaux sur les RCPG. 
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Robert J. Lefkowitz a été depuis 40 ans un des leader dans le domaine des RCPG forgeant 

certains concepts majeurs. Il a définit avec André De Léan le concept de complexe ternaire entre 

récepteur, protéine G et effecteur. Son laboratoire a également décrit avec minutie les mécanismes 

moléculaires de l’internalisation des RCPG, de leur recyclage et/ou de leur dégradation. Avec 

Susanna Cotecchia et Michel A. Kjelsberg, Robert J. Lefkowitz a établi le concept d’activité 

constitutive des RCPG. Il a aussi été impliqué, avec Michel Bouvier et d’autres équipes, dans la 

génération du concept de signalisation fonctionnelle. Brian Kobilka a démarré dans le laboratoire de 

Robert J. Lefkowitz, où il a cloné le gène codant pour le récepteur β2-adrénergique. Puis il a monté 

son laboratoire et a entrepris d’obtenir la structure cristallographique du récepteur β2-adrénergique 

et d’autres RCPG. La tâche est immense, de nombreux laboratoires dans le monde s’y attachent, 

sans succès. Les récepteurs sont faiblement exprimés, difficiles à purifier, et instables. En 2000, 

Krzysztof Palczewski réussit à cristalliser la rhodopsine bovine, un exploit, mais plus aisé vu la plus 

grande quantité de protéines naturellement exprimées. Après plus de 15 ans d’effort, Brian Kobilka 

a réussi à définir les conditions pour cristalliser le récepteur β2-adrénergique, dont il publie la 

structure en 2007. Depuis lors, son laboratoire et plusieurs autres ont réussi à cristalliser plus d’une 

cinquantaine de structures de 18 RCPG différents, en présence d’agonistes, d’antagonistes ou 

d’agonistes inverses. L’équipe de Brian Kobilka a même réussi à co-cristalliser une forme 

pleinement active du récepteur β2-adrénergique en interaction avec une protéine G. Les découvertes 

de Robert J. Lefkowitz et Brian Kobilka ont ainsi été cruciales pour améliorer la compréhension du 

fonctionnement des RCPG à l’échelle moléculaire (Bockaert, 2012). 

De façon générale, les nombreux travaux réalisés sur les RCPG ces dernières années ont 

permis de grandes avancées aussi bien dans la conception du fonctionnement des RCPG que dans le 

développement de nouveaux outils et stratégies pour les étudier. Mais loin de clore le chapitre de 

l’étude des RCPG, ces découvertes ouvrent au contraire de nouvelles perspectives dans ce domaine 

et renforce l’intérêt pour les RCPG. 

!  
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1. Les récepteurs couplés aux protéines G 

1.1. Généralités sur les RCPG 

1.1.1. La fonction générale des RCPG 

La membrane plasmique d’une cellule forme une barrière séparant l’environnement 

extérieur du cytoplasme cellulaire. Grâce à une perméabilité très sélective, elle joue un double rôle 

de protection et de contrôle des échanges entre les milieux intracellulaire et extracellulaire. En effet, 

la membrane plasmique, en plus d’accepter sous certaines conditions des transferts passifs de 

molécules, présente à sa surface des protéines capables d’assurer des fonctions très diverses, telles 

que le transport de molécules, la reconnaissance intercellulaire, la transduction de signaux…  

Parmi ces protéines membranaires, on trouve les récepteurs chargés de capter les stimuli 

extracellulaires et de transmettre l’information à l’intérieur de la cellule. Il existe plusieurs types de 

récepteurs membranaires différenciés en fonction de leur structure et de leur mode d’action, 

notamment les récepteurs de type canaux ioniques, les récepteurs à activité enzymatique (de type 

guanylate cyclase, tyrosine kinase, sérine/thréonine kinases…) et les récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG).  

Les RCPG ont pour rôle de capter les stimuli extracellulaires et de transmettre l’information 

à l’intérieur de la cellule par l’intermédiaire des protéines G hétérotrimériques, d’où leur nom de 

récepteurs couplés aux protéines G. Les protéines G vont alors activer ou inhiber des effecteurs 

intracellulaires, permettant la génération d’une réponse cellulaire appropriée (Figure 1).

 

 
 
 

Figure 1 : Illustration de la fonction générale 

des RCPG et de la diversité de leurs stimuli.  

La liaison de molécules messages sur la surface 
extracellulaire du récepteur permet l’activation de 
protéines G qui vont agir sur différents effecteurs 
responsables d’effets intracellulaires. La diversité 
des messages qui activent ces récepteurs est une 
illustration de leur succès évolutif (Bockaert & 
Pin, 1999). 
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1.1.2. La diversité des RCPG et de leurs ligands 

Parmi les récepteurs membranaires, les récepteurs couplés aux protéines G représentent la 

famille la plus large et la plus diversifiée (Bockaert et al., 2002). Ils sont ubiquitaires chez les 

eucaryotes et retrouvés dans presque toutes les types cellulaires et organismes, incluant les levures 

(Versele et al., 2001), les insectes (Hill et al., 2002), les plantes (Josefsson, 1999), les cellules de 

mammifères (Vassilatis et al., 2003). Le séquençage du génome humain a permis d’identifier la 

famille des RCPG comme une des plus grandes classes de protéines du génome des mammifères 

(Lander et al., 2001 ; Venter et al., 2001). Le nombre de RCPG dans le génome humain a été estimé 

à environ 950, dont 500 sont des récepteurs sensoriels et 450 des récepteurs de ligands endogènes 

(Takeda et al., 2002).  

Ces récepteurs sont impliqués dans la transduction du signal d’une grande variété de stimuli 

endogènes ou exogènes (Figure 1), comprenant des photons (Okada et al., 2001), des molécules 

odorantes (Reed, 2004) ou gustatives (Adler et al., 2000), des ions (Brown et al., 1998), des amines 

(Vernier et al., 1995), des nucléotides (Fredholm et al., 2001), des acides aminés (Lujan et al., 

2005), des peptides (Janecka et al., 2004), des protéines (Horuk, 2001), des lipides (Chun et al., 

2002), des acides gras (Brown et al., 2005), des stéroïdes (Revankar et al., 2005), des intermédiaires 

du cycles de Krebs (He et al., 2004). Cependant, en plus des récepteurs dont le ligand a été identifié, 

il existe un grand nombre de RCPG sans ligand associé, appelés « RCPG orphelins ». Parmi les 500 

RCPG sensoriels, les récepteurs de chimiokines et chemoattractant ont été pour la plupart 

« désorphelinisés », tandis que les récepteurs olfactifs et gustatifs restent en grande partie orphelin. 

Concernant les RCPG de ligands endogènes, une centaine d’entre eux sont toujours orphelins 

(Chung et al., 2008). 

Au vu de leur grand nombre, les RCPG ont commencé à être répertoriés systématiquement 

dans des bases de données dans la fin des années 1980 et le début des années 1990. Celles-ci 

rassemblent les informations disponibles sur ces récepteurs (séquence, gène, famille, code 

nomenclature, structure tridimensionnelle) mais aussi sur leurs ligands, leurs mécanismes de 

transduction, leurs fonctions physiologiques… Il existe plusieurs bases de données concernant les 

RCPG tel que GPCRDB (Horn et al., 2003), IUPHAR (Foord et al., 2005 ; Davenport et al., 2013), 

GLIDA (Okuno et al., 2006). 
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1.1.3. Les classifications des RCPG 

Malgré leur très grande diversité, les RCPG présentent certaines ressemblances et peuvent 

être regroupés en famille. Plusieurs systèmes de classification des RCPG ont été proposés en se 

basant sur différents critères, tels que l’homologie de séquence, la similarité fonctionnelle, le mode 

de liaison du ligand, la composition en acides aminés ou encore la phylogénie (Kumari et al., 2009).  

La plus connue, et encore la plus utilisée, est la classification A-F qui a été établie par 

Kolakowski en 1994. Ce système a été conçu pour recouvrir tous les RCPG chez les vertébrés et les 

invertébrés. Basé sur l’homologie de séquence et la similarité fonctionnelle, il classe les RCPG en 

six familles : la famille A regroupe les récepteurs similaires à la rhodopsine, la famille B rassemble 

les récepteurs apparentés à celui de la Sécrétine, la famille C réuni les récepteurs proche de celui du 

Glutamate, la famille D comprend des récepteurs de phéromones fongiques (non humains), la 

famille E concerne des récepteurs de l’AMPc (non humains), et la famille F se rapporte aux 

récepteurs dénommés en anglais Frizzled et Smoothened (Attwood & Findlay, 1994 ; Kolakowski, 

1994). 

Bockaert et Pin ont proposé un autre système de classification, en cinq familles, basé sur le 

mode de liaison du ligand. La famille 1 réunit la majorité des RCPG liant des petits ligands, des 

peptides et des hormones glycoprotéiques. La famille 2 rassemble les récepteurs d’hormones 

peptidiques comme le glucagon, la sécrétine ou la calcitonine. La famille 3 est composée des 

récepteurs métabotropiques du glutamate, d’un récepteur au calcium, des récepteurs GABA et 

d’une sous-famille de récepteurs de phéromones des vertébrés. La famille 4 est constituée de 

récepteurs pour certaines phéromones reconnues pour agir sur des neurones sensoriels de l’organe 

vomeronasal. La famille 5 comprend des récepteurs homologues aux récepteurs Frizzled et 

Smoothened (Bockaert & Pin, 1998 ; Bockaert & Pin, 1999). 

Plus récemment, Fredriksson et son équipe ont élaboré une classification dédiée aux RCPG 

humains. Basée sur une analyse phylogénétique des séquences de récepteurs du génome humain, 

elle sépare les RCPG en cinq groupes. Elle utilise la terminologie suivante : Glutamate (équivalent 

famille C ou 3), Rhodopsine (famille A ou 1), Adhésion (précédemment inclus dans la famille B ou 

2), Frizzled (famille F ou 5) et Sécrétine (famille B ou 2), qui forme le système GRAFS 

(Fredriksson et al., 2003 ; Schioth & Fredriksson, 2005). 
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1.2. La structure des RCPG 

1.2.1. La topologie commune des RCPG tirée des analyses de séquence   

Bien que les récepteurs couplés aux protéines G soient très nombreux et variés, ils possèdent 

tous une topologie commune (Figure 2). En effet, une analyse détaillée des séquences de RCPG a 

révélé l’existence d’une structure membranaire analogue : sept hélices α transmembranaires et 

hydrophobes, particulièrement bien conservées et composées chacune d’environ 25 à 35 acides 

aminés (Baldwin, 1993).  

Ces domaines transmembranaires (souvent noté TM 1 à 7) sont reliés entre eux par trois 

boucles intracellulaires (ICL1, ICL2 et ICL3) et trois boucles extracellulaires (ECL1, ECL2 et 

ECL3) de taille variables. L’extrémité N-terminal est localisée du côté extracellulaire, tandis que 

l’extrémité C-terminal est située dans la région intracellulaire. Deux cystéines sont également 

conservées dans la plupart des RCPG, pouvant former un pont disulfure entre la première et la 

deuxième boucle extracellulaire. Certaines extrémités carboxy-terminales possèdent un site possible 

de palmitoylation, qui peut former un ancrage lipidique dans la membrane (on parle d’hélice 8, H8) 

et créer une quatrième boucle intracellulaire (Gether, 2000).  

Par ailleurs, une forte identité de séquence des RCPG a été mise en évidence dans les 

segments transmembranaires, tandis que les parties hydrophiles présentent plus de divergence entre 

les récepteurs, notamment les extrémités amino- et carboxy-terminales et la boucle ICL3. La plus 

grande diversité est observée dans l'extrémité N-terminale, qui peut être relativement courte (10-50 

acides aminés) pour les récepteurs des monoamines et des peptides, et beaucoup plus grande (350-

600 acides aminés) pour les récepteurs d'hormones glycoprotéiques et les récepteurs de la famille 

glutamate (Kobilka, 2007). 

Figure 2 : Représentation schématique 

en deux dimensions des récepteurs 

couplés aux protéines G. 

L’extrémité amino-terminale (NH2) 
extracellulaire est représentée avec deux 
sites de N-glycosylation. Les sept hélices 
α transmembranaires (I à VII) sont reliées 
par trois boucles extracellulaires (ECL1 à 
ECL3) et trois boucles intracellulaires 
(ICL1 à ICL3). Un pont disulfure peut 
relier la boucle E1 à la boucle E2. 
L’extrémité carboxy-terminal (COOH) 
intracellulaire peut présenter un ancrage 
lipidique dans la membrane ce qui crée 
une 4ème boucle intracellulaire. Adapté de 
(Spiegel, 1996). 
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1.2.2. Les signatures moléculaires des RCPG tirées des structures cristallographiques 

La première structure cristallographique à haute résolution d’un RCPG de classe A a été 

publiée en 2000. Il s’agit de la rhodopsine bovine (Figure 3A), un récepteur activé par la lumière 

(Palczewski et al., 2000). Il a ensuite fallu attendre sept ans pour que la première structure 

tridimensionnelle d’un RCPG non visuel soit découverte (Figure 3B) : celle du récepteur β2-

adrénergique (Rasmussen et al., 2007). Par la suite, quinze autres RCPG ont vu leur structure 

cristallographique résolue entre 2008 et 2012 essentiellement pour la classe A (Figure 4). Très 

récemment, la première structure d’un RCPG déterminée par résonance magnétique nucléaire a été 

publiée : le récepteur de chimiokine CXCR1,  (Park et al., 2012). Au total, ces douze dernières 

années, plus de 75 structures de 18 RCPG différents ont été déterminées (Figure 4), seul ou en 

complexe avec des ligands de pharmacologie variée (Venkatakrishnan et al., 2013). 

Figure 3 : Représentation des premières des structures cristallographiques de RCPG. 

A : Représentation de la première structure cristallographique de la Rhodopsin bovine (PDB : 1F88). 
B : Représentation de la première structure cristallographique du récepteur β2-adrénergique (PDB : 2R4R). 

!

La résolution de ces structures tridimensionnelles a permis de confirmer la prédiction de la 

topologie commune mais surtout d’apporter de nouvelles informations sur la structure des RCPG au 

niveau moléculaire. La comparaison des structures a permis de révéler des similitudes et des 

différences entre les divers RCPG, dont la structure peut être divisée en trois régions principales : 

extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire.  

Concernant la région extracellulaire, les boucles ECL1 et ECL3 sont relativement courtes et 

présentent peu de structures secondaires, tandis que la boucle ECL2 et l’extrémité N-terminale 

présentent des longueurs et des structures très variables. Il semble exister deux types distincts de 

région extracellulaire avec une poche de fixation de ligand (i) obstruée, ce qui semble être le cas des 

récepteurs qui lient des ligands hydrophobes, ou (ii) exposée, ce qui concernerait les récepteurs qui 

lient des ligands solubles. Cette région, et particulièrement la boucle ECL2, semble impliquée dans 

les premières étapes de reconnaissance des ligands et aurait un rôle en terme de sélectivité.  

!" #"
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Figure 4 : Illustration des structures de RCPG résolues au cours du temps.  

a : Graphique illustrant l'augmentation du nombre de structures de GPCR avec le temps. 
b : Frise chronologique montrant la représentation de structures de RCPG et l'année de publication. Les conformations 
actives sont marquées d'un astérisque noir, et une conformation intermédiaire est marquée d'un astérisque gris. Les 
numéros d'accession de la Protéine Data Banque sont indiquées entre parenthèses (Venkatakrishnan et al., 2013). 
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La région transmembranaire qui forme le noyau structurel, montre un réseau consensus de 

24 contacts entre les segments transmembranaires, médiés par 36 acides aminés topologiquement 

équivalents (Figure 5). Le TM3 notamment montre des contacts très conservés avec les TM2, TM4, 

TM5 et TM6 et semble avoir un rôle clé dans le maintien de la structure. De plus, la plupart des 

résidus en contact avec le ligand ont une topologie équivalente dans les TM3, TM6 et TM7. Ceci 

constituerait un motif consensus de la poche de fixation de ligand au niveau de la région 

transmembranaire dans presque tous les RCPG de la classe A.  

Les boucles intracellulaires, l’extrémité C-terminale et les extrémités cytoplasmiques des 

TM sont impliquées dans la liaison avec des effecteurs, tels que les protéines G, les kinases ou les 

arrestines. Dans les structures disponibles, ICL1 contient typiquement six acides aminés formant un 

tour d’hélice, tandis que ICL2 présente soit un ou deux tours d’hélice soit un tronçon non structuré. 

La structure du récepteur β2-adrénergique en complexe avec une protéine G hétérotrimérique a 

montré une interaction entre l’ICL2 du RCPG et l’extrémité N-terminale de la sous-unité α de la 

protéine G. La boucle ICL3 et l’extrémité C-terminale sont des régions longues et variables et 

probablement intrinsèquement désordonnées dans de nombreux RCPG. Ces régions non structurées 

exposent des motifs peptidiques linéaires qui reconnaissent des partenaires spécifiques et permettent 

une régulation de leur liaison et de leur fonction (Venkatakrishnan et al., 2013). 

 
Figure 5 : Illustration du réseau consensus de contacts non-covalentes dans les RCPG.  

a : Un réseau de 24 contacts entre les TM médié par 36 résidus est montré sur une structure du β1-AR. Les contacts 
géographiquement concentrée entre les résidus sont présentés dans les panneaux; pour maintenir une clarté visuelle, les 
contacts entre TM3 et TM5 ne sont pas représentés.  
b : Représentation schématique du réseau de contacts (lignes vertes) entre les TM (cercles) et l’hélice H8 (carré). 
L'épaisseur des lignes est proportionnelle au nombre de contacts entre les TM à gauche, tandis qu’à droite, l'épaisseur 
est uniforme car ici une ligne indique juste la présence d'un contact et non le nombre (Venkatakrishnan et al., 2013). 
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1.3. Le mode d’action des RCPG 

1.3.1. Les différentes conformations des RCPG  

De nombreux RCPG possèdent une activité constitutive, correspondant à l’activité du 

récepteur en absence de ligand, qui peut être attribuée à la flexibilité conformationnelle inhérente au 

récepteur. Selon leur effet sur l'activité basale des récepteurs, les ligands sont décrits comme des 

agonistes complets s’ils conduisent à l'activation complète d'une voie de signalisation donnée, 

comme des agonistes partiels s’ils conduisent à une activation partielle, comme des antagonistes 

s'ils se lient au récepteur sans effet sur l'activité basale et comme des agonistes inverses, s’ils 

conduisent à la diminution de l’activité constitutive (Figure 6). Ainsi, les agonistes, complets ou 

partiels, stabilisent préférentiellement le récepteur dans une conformation active, tandis que les 

antagonistes et agonistes inverses stabilisent une conformation inactive des récepteurs (Deupi & 

Kobilka, 2010). 

 
 

Figure 6 : Représentation schématique de l’effet 

pharmacologique des ligands. 

Les agonistes complets activent totalement les 
récepteurs, les agonistes partiels ne les activent que 
partiellement, les antagonistes se lient aux 
récepteurs sans effet sur l’activité basale et les 
agonistes inverses diminuent l’activité basale. 
Adapté de (Deupi & Kobilka, 2010). 
 
 

 

Cependant, certaines structures de récepteur lié à un agoniste sont très similaires à la 

conformation inactive. Ces conformations ont été proposées comme représentatives d’un état 

intermédiaire entre les conformations active et inactive (Lebon et al., 2012). Ceci suggère que la 

liaison de l'agoniste n’est peut-être pas suffisante pour stabiliser les états pleinement actifs et que la 

liaison d'une protéine partenaire, comme la protéine G, l’arrestine ou un anticorps spécifique de la 

conformation active, est nécessaire pour atteindre et stabiliser l'état pleinement actif du récepteur. 

Les structures du récepteur β2-adrénergique liées, soit à un fragment d’anticorps de lama spécifique 

de la conformation active (Rasmussen et al., 2011a), soit à la protéine Gs (Rasmussen et al., 

2011b), sont considérées comme représentatives de la conformation active d’un RCPG. 

1.3.2. Le mécanisme d’activation des RCPG

Les récentes résolutions de structures tridimensionnelles des RCPG dans différentes 

conformations ont permis de caractériser les états actifs et inactifs des récepteurs au niveau 

moléculaire. Ces informations, couplées à celles obtenues par des techniques biochimiques, 



! #"!

biophysiques et informatiques, permettent de donner des indications sur les processus dynamiques 

et le mécanisme d’activation des RCPG de la classe A. En effet, l'activation du récepteur, qui 

implique la liaison d’un ligand agoniste dans le site de fixation, induit des changements de 

conformation correspondant à des mouvements des différents segments transmembranaires (Figure 

7). Ces changements conformationnels sont de petite amplitude au niveau de la poche de fixation de 

l’agoniste mais conduisent finalement à de plus grands réarrangements structuraux dans la partie 

intracellulaire, facilitant ainsi la liaison à des effecteurs cytoplasmiques.  

 
Figure 7 : Illustration du mécanisme d’activation des RCPG. 

(a) Structure du récepteur adrénergique β2 en complexe avec la protéine Gs et le nanobody NB35. Le β2AR est en 
représentation cartoon avec la surface extracellulaire en haut de la figure (PDB ID 3SN6). L'agoniste BI-167107 est en 
représentation bâton (magenta). Le complexe protéine Gs-NB35 est représenté à la fois en ruban et en modèle d'espace 
de remplissage. La bicouche lipidique est schématisée en gris afin de faciliter la visualisation. Le repositionnement de 
l’hélice 6 ouvre une cavité dans laquelle l’extrémité C-terminale de la sous-unité α (gris foncé) vient s’arrimer.  
(b) et (c) le β2AR est en représentation cartoon, la conformation active en couleur est superposée avec la conformation 
inactive en gris (structure du β2AR lié à l'agoniste inverse carazolol). Vue de la surface intracellulaire (b) ou de la 
surface extracellulaire (c), avec des flèches (bleu) représentant le changement conformationnel β2AR subit lors de 
liaison agoniste et le couplage à une protéine G (Lebon et al., 2012). 

!

Tout d’abord, la fixation d’un ligand agoniste induit la contraction de la poche de fixation du 

récepteur d’environ 1 Å, ce qui représente la première étape de l’activation du récepteur. Ensuite, 

les extrémités intracellulaires des TM3 et TM7 et l’extrémité extracellulaire du TM5 sont 

repositionnées vers l’intérieur du récepteur. Ces différents réarrangements locaux sont accompagnés 

d’un mouvement des extrémités intracellulaires des TM5 et TM6. Il y a notamment une rotation du 
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TM6, qui, en s’écartant du récepteur, ouvre ainsi une cavité dans laquelle l’extrémité carboxy-

terminale de la sous-unité α de la protéine G vient s’arrimer. Le mouvement de l’hélice 6 est 

variable, allant de 5 Å dans le cas de la structure du récepteur de l’adénosine A2A lié à son 

agoniste, jusqu’à 14 Å pour la structure du β2-adrénergique lié à la protéine Gs. L’hélice α5 de la 

sous-unité alpha de la protéine Gs interagit avec le récepteur β2-adrénergique au niveau de 

l’arginine du motif conservé E/DRY du TM3. Cette interaction est stabilisée par une tyrosine 

appartenant au motif NPxxY du TM7. Ceci confirme l’importance de ces deux motifs conservés 

(E/DRY et NPxxY) pour le couplage des RCPG avec la protéine Gs (Deupi & Standfuss, 2011 ; 

Venkatakrishnan et al., 2013). 

1.3.3. L’activation de la protéine G  

La protéine G est un hétérotrimère constitué des trois sous-unités Gα, Gβ et Gγ (Figure 8). 

La sous-unité α comprend elle-même deux domaines appelés le domaine en hélice et le domaine 

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

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

de 16 gènes et variants d’épissage), 5 sous-unités β et 12 sous-unités γ. Ces différentes isoformes 

peuvent s’assembler dans diverses combinaisons pour former une multitude de différents complexes 

trimériques Gαβγ. Classiquement, les protéines G sont réparties en quatre familles basées sur la 

similarité de leur sous-unité α : Gαi/o, Gαs, Gαq/11 et Gα12/13. Les Gα i/o sont connues pour inhiber 

l’adénylate cyclase, tandis que les Gαs l’active, les Gαq/11 sont connues pour activer la 

phospholipase C et les Gα12/13 pour activer les facteurs d’échange de guanine GEFs (Pierce et al., 

2002). 

 
 

Figure 8 : Représentation de la structure d’une protéine G 

hétérotrimérique. 

La protéine G est constituée de trois sous-unités : Gα (enviolet), Gβ 
(en vert) et Gγ (en jaune). La sous unité Gα est composée de deux 
domaines : le domaine GTPasique et le domaine en hélice. Une 
molécule de GDP est représentée en rouge en sphère de Van der 
Waals. Adapté de (Cabrera-Vera et al., 2003). 
 
 
 

Selon le model classique (Figure 9), l’activation d’un RCPG, suite à la fixation d’un ligand 

agoniste, induit des changements de conformation qui favorisent le couplage à une protéine G. A 

l’état inactif, celle-ci est liée à une molécule de GDP (guanosine diphosphate) au niveau du 

domaine GTPasique de la sous-unité α. L’association du récepteur à la protéine G conduit à des 
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changements de conformation de celle-ci, notamment un déplacement du domaine en hélice de la 

sous-unité α, qui vont activer la protéine G. Cette activation se traduit par un échange du GDP, qui 

est relargué, au profit d’une molécule de GTP (guanosine triphosphate), en concentration supérieure 

dans le milieu cellulaire. Ceci engendre la dissociation du trimère en deux entités, la sous-unité α 

d’un côté et le dimère βγ de l’autre. Chacun de ces sous-ensembles va réguler positivement ou 

négativement une série d'effecteurs. Ensuite, l’activité GTPasique intrinsèque de la sous-unité α 

hydrolyse le GTP en GDP, permettant la réassociation du trimère αβγ et un retour à l’état initial 

inactif (Hermans, 2003). Toutefois, des études ont montré que l’hydrolyse du GTP par l’activité 

intrinsèque de la sous-unité α purifiée était trop lente pour rendre compte des vitesses de 

désactivation des effecteurs. Ceci suggérait qu’il devait exister des protéines qui accéléraient le 

processus. C’est ainsi que par la suite des protéines RGS pour « Regulator of G-protein Signaling », 

ont été identifiées (Milligan & Kostenis, 2006). 

 
Figure 9 : Représentation de la séquence d'activation de la protéine G par un récepteur lié à un agoniste.  

Représentation du changement de conformation global d’un RCPG suite à la fixation d’un agoniste, puis du couplage 
d’un RCPG à une protéine G avec la mise en évidence du déplacement de l’hélice α de la protéine G qui induit 
l’échange du GDP avec du GTP et finalement de la dissociation de la sous-unité α et du dimère βγ (Maeda & Schertler, 
2013). 
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1.3.4. La transduction du signal  

Au cours de ce cycle d’activation de la protéine G, la dissociation du trimère permet à la 

sous-unité α ainsi qu’au dimère βγ de réguler positivement ou négativement de nombreux 

effecteurs, tels que des phospholipases, des adénylate cyclases, des phosphodiestérases, des kinases 

ou encore des canaux ioniques. Ces effecteurs activent ou inhibent la production de second 

messagers, comme l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), la guanosine monophosphate 

cyclique (GMPc), le diacylglycérol (DAG), l’inositol triphosphate (IP3), les acides arachidonique et 

phosphatidiques… Ces seconds messagers vont à leur tour induire d’autres cascades d’événement 

qui vont permettre la génération d’une réponse cellulaire appropriée.  

Les deux voies de transduction les mieux caractérisées sont celle de l’adenylate cyclase et de 

la phospholipase C (Figure 10). L’adénylate cyclase catalyse la réaction de formation de l'AMPc à 

partir d'ATP (adénosine triphosphate). Cet AMPc est l'activateur de la protéine kinase A (PKA), 

capable de phosphoryler de nombreux substrats protéiques, modulant ainsi leur activité. La 

phospholipase C est une enzyme catalysant la réaction d'hydrolyse du PIP2 (phosphatidyl inositol 

bis-phosphate) en IP3 et DAG.  L'IP3 est un messager secondaire qui agit au niveau de récepteurs 

spécifiques, situés à la membrane de compartiments intracellulaires, entraînant un relargage des 

ions calcium (Ca2+) contenus à l'intérieur. Le DAG quant à lui, active la protéine kinase C (PKC) 

qui, comme la protéine kinase A, est capable de phosphoryler des protéines, afin d'en moduler 

l'activité (Cabrera-Vera et al., 2003).  

!
Figure 10 : Représentation schématique des deux principales voies de tranduction des protéines G. 
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Cependant, il existe de nombreuses autres voies de signalisation, médiées par les diverses 

protéines G, effecteurs et seconds messagers, qui permettent de générer une réponse cellulaire 

finement et spécifiquement adaptée. Mais la signalisation des RCPG s’avère être encore plus 

complexe. En effet, il a été mis en évidence que les RCPG peuvent non seulement engager plusieurs 

protéines G distinctes, mais aussi recruter des protéines partenaires, membranaires ou 

intracellulaires, appelées les GIPs pour GPCR-Interacting Protein. Ces protéines contiennent des 

domaines d’interaction structurelle, qui permettent la formation de grands complexes multi-

protéiques fonctionnels impliqués dans la régulation des voies de signalisation intracellulaire. Par 

exemple, il a été mis en évidence que la β-Arrestine, qui est une protéine soluble connue pour être 

impliquée dans la désensibilisation et l’internalisation des récepteurs, est également impliquée dans 

la transduction du signal (Bockaert et al., 2010). D’autre part, nous savons maintenant qu’un ligand 

peut être un agoniste pour une voie de signalisation, tout en étant un agoniste inverse pour une autre 

voie engagée par le même récepteur. Les RCPG peuvent donc adopter plusieurs conformations 

actives différentes, qui présentent plus ou moins d’affinité pour diverses voies de signalisation 

(Zheng et al., 2010). De plus, les RCPG peuvent également s’associer en dimères, voire oligomères, 

formant une nouvelle structure moléculaire, qui va influer sur l’efficacité de couplage ou favoriser 

une voie signalisation par rapport à une autre et induire une signalisation cellulaire différente et 

spécifique d’un contexte donné (Smith & Milligan, 2010). Ainsi, par la mise en œuvre de voies de 

signalisation préférentielles, les RCPG peuvent être responsables d’une sélectivité fonctionnelle, 

aussi appelée signalisation biaisée. 

 

2. L’intérêt de l’étude des RCPG 

2.1. Importance physiologique et thérapeutique des RCPG 

Acteurs centraux dans l’élaboration des réponses cellulaires à de nombreux stimuli, les 

RCPG sont au cœur de processus physiologiques aussi variés que la vision, l’olfaction, le goût, le 

chimiotactisme, la prolifération et différenciation cellulaire, la neurotransmission, l’angiogenèse, la 

douleur, l’entrée cellulaire de certains virus et bactéries... Par conséquent, l’altération du 

fonctionnement des RCPG peut provoquer des dérèglements physiologiques et entrainer un certain 

nombre de maladies (Tableau 1) telles que la dépression, la schizophrénie, la psychose, la 

migraine, l'hypertension, l'obésité, les ulcères, les allergies, l'asthme ou encore le cancer (Bond & 

Ijzerman, 2006 ; Insel et al., 2007 ; Markovic & Challiss, 2009). 
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Tableau 1 : Exemples de polymorphismes des RCPG associés à des maladies humaines. 

Ce tableau présente des exemples de variants de séquences, identifiés dans les gènes de RCPG humains, associés à des 
maladies. Adapté de (Insel et al., 2007). 

 

Il n’est donc pas surprenant que 30% des médicaments actuellement sur le marché ciblent 

des RCPG (Overington et al., 2006). En effet, parmi les 100 médicaments les plus vendus, 25 

d’entre eux ciblent la grande famille des RCPG, ce qui entraîne des ventes annuelles mondiales 

dépassant les 30 milliards de dollars en 2000 (Tableau 2). Cependant, seule une quarantaine de 

RCPG sont ciblés par ces médicaments. Compte tenu de la grande diversité des RCPG, il reste un 

énorme potentiel pour le développement de nouveaux médicaments. Ainsi, l’étude des RCPG n'a 

pas seulement un intérêt pour la biologie fondamentale, mais détient également un grand potentiel 

en terme de santé publique  (Lagerstrom & Schioth, 2008). 
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Tableau 2 : Exemples de médicaments les plus vendus ciblant des RCPG.  

Les médicaments ciblant les RCPG couvrent plusieurs indications thérapeutiques et représentent une part importante 
des médicaments commercialisés aujourd'hui. Ce tableau présente les ventes mondiales de certains médicaments pour 
l’année 2005. Adapté de (Jacoby et al., 2006). 
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2.2. La recherche pharmaceutique sur les RCPG 

Les programmes de recherche de l’industrie pharmaceutique reposent principalement sur 

une combinaison de criblages à haut débit et d’essais cellulaires visant à explorer le fonctionnement 

des RCPG dans leur environnement cellulaire, à déterminer la fonction de récepteurs orphelins, ou 

encore à identifier de nouveaux ligands.  

2.2.1. Le processus de découverte de médicament 

Dans le cadre de la recherche de nouveaux médicaments ciblant les RCPG, l’objectif est 

d’identifier des molécules qui vont se lier de manière spécifique aux récepteurs. En fonction de leur 

effet, elles pourront être utilisées comme des molécules thérapeutiques pour activer, moduler ou 

simplement bloquer une voie de signalisation. Chronologiquement, après avoir identifié une cible 

thérapeutique pertinente, des chimiothèques constituées de petites molécules représentant une large 

diversité chimique sont criblées afin d’identifier des composés capables de se lier au récepteur ciblé 

(Figure 11). Le criblage primaire constitue l’étape clé dont dépend le succès de l’approche 

puisqu’il doit permettre, en un seul test, d’identifier des composés actifs au sens large, tout en 

restant suffisamment sélectif pour éviter un nombre trop élevé de composés (idéalement 1 à 5 % du 

nombre total de composés). À l’issue du criblage primaire, le nombre de composés d’intérêt est 

largement diminué, permettant cette fois de réaliser une exploration fonctionnelle plus fine pour 

éliminer les faux positifs et les composés non spécifiques du RCPG ciblé. Un travail de classement 

des composés, sur la base de leur structure chimique et de leurs propriétés in vitro, vise ensuite à 

identifier des ébauches de relations structure-fonction. Celui-ci est suivi par un travail de chimie 

médicinale, qui a pour objectif d’améliorer les paramètres de solubilité, de capacité à entrer dans la 

cellule, de puissance, de sélectivité, de pharmacocinétique, de toxicité et d’adressage à la cible. Des 

études précliniques approfondies in vitro et dans des modèles animaux sont ensuite effectuées pour 

tester l'innocuité et l'efficacité de ces composés optimisés pour sélectionner ceux qui peuvent entrer 

en essais cliniques (Silber, 2010). 
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Figure 11 : Illustration du processus de découverte de médicament. 

Cette illustration représente les différentes étapes du processus de la découverte de médicaments (Silber, 2010). 
 

2.2.2. Les techniques de criblage des molécules 

Pour la recherche de nouveaux ligands ciblant les RCPG, différents types d’essais peuvent 

être utilisés pour le criblage à haut débit. Parmi les plus courant, on retrouve les tests de fixation de 

ligand au récepteur, mis en évidence par le déplacement de molécules radiomarquées utilisant la 

séparation sur filtre ou la SPA (scintillation proximity assay). Il existe plusieurs tests fonctionnels 

basés sur l’activation de la protéine G, comme le test de fixation de GTPγS (radioactif ou 

fluorescent) qui mesurent l’échange du GDP avec du GTP, ou les dosages d’effecteurs secondaires 

comme l’AMPc, l’IP3, le calcium, qui dépendent du type de protéine G couplée (Gs, Gi, Gq). 

D’autres tests fonctionnels sont indépendants de la protéine G, comme les expériences 

d’internalisation de récepteur ou de recrutement de la β-arrestine (Zhang & Xie, 2012). 

En plus des stratégies classiques de criblages biochimiques et cellulaires, la recherche de 

molécules thérapeutiques est de plus en plus complétée par des méthodes de criblage virtuel (in 

silico). La combinaison de ces deux approches permet de diminuer le temps et le coût, en réduisant 

le nombre de composés à tester expérimentalement, et d’augmenter la probabilité d’identifier de 

nouveaux composés. Le criblage virtuel nécessite de connaitre les structures tridimensionnelles des 

ligands et des protéines, obtenues expérimentalement ou grâce à la modélisation par homologie, et 

utilise des modèles mathématiques pour simuler leur interaction. Ce type d’approche a déjà été 



! #*!

appliqué avec succès pour la découverte de nouvelles molécules agissant sur des RCPG (Shoichet 

& Kobilka, 2012). 

Bien que des molécules thérapeutiques aient été développées avec succès par la recherche 

pharmaceutique, de nombreux médicaments ont des effets secondaires indésirables in vivo. Les 

phénomènes de sélectivité fonctionnelle offrent de nouvelles opportunités pour le développement de 

médicaments plus spécifiques, qui favoriserait une voie de signalisation associée à un effet 

thérapeutique tout en bloquant une voie de signalisation indésirable associée à des effets 

secondaires. Néanmoins, ce phénomène de sélectivité fonctionnelle pose de nouveaux défis pour la 

compréhension de la signalisation cellulaire (Zheng et al., 2010). 

2.3. L’intérêt des études in vitro 

Les études in vitro, basées sur l’utilisation de matériel protéique purifié, permettent de 

simplifier le système d’étude et d’apporter des informations complémentaires aux techniques de 

criblage traditionnellement utilisées par la recherche pharmaceutique. Elles ouvrent de nouvelles 

voies pour l’identification de partenaires d’interaction, la détermination du comportement des 

récepteurs dans différents environnements modèles mais aussi pour la découverte de médicaments 

et des applications de diagnostique. 

2.3.1. Un environnement expérimental controlé 

L’activité des RCPG étant modulée par de nombreux facteurs, à la fois extracellulaires, 

intracellulaires et membranaires, selon des interactions et des mécanismes complexes, il est souvent 

difficile d’interpréter clairement les résultats expérimentaux obtenus dans un contexte cellulaire 

(bruits de fond élevés, artefacts liés à des interactions peu ou non spécifiques, complexité des 

mécanismes de signalisation, variations en fonction des lignées cellulaires utilisées...). Une 

alternative particulièrement intéressante consiste à explorer des méthodes d’analyse biochimiques et 

biophysiques basées sur l’utilisation de matériel protéique purifié. En effet, les études in vitro, 

utilisant des protéines purifiées, permettent de travailler dans un environnement expérimental 

contrôlé, dans lequel on peut choisir d’ajouter, ou non, des partenaires d’interaction spécifiques. 

Ainsi, on peut simplifier le système d’étude et analyser des voies de signalisation indépendamment 

les unes des autres. 

2.3.2. Des informations sur les RCPG eux-mêmes 

Certaines méthodes biophysiques permettent d’obtenir des informations sur l’identité, 

l’homogénéité, le repliement, la dynamique et la structure des RCPG.  
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La spectrométrie de masse, par exemple, permet de détecter et identifier des molécules, y 

compris les protéines. Cette technique peut être utilisée pour vérifier l’identité des protéines 

purifiées, comme cela a été fait avec le récepteur de l’histamine H1 pour lequel plus de 80 % de la 

séquence a été couverte (Sansuk et al., 2008) ou le récepteur de canabinoïdes CB1 pour lequel le 

recouvrement de séquence était supérieur à 94% (Zvonok et al., 2010). 

Des informations sur l’homogénéité, la taille et l’état d’oligomérisation des protéines 

peuvent être obtenues par la diffusion dynamique de la lumière (DLS pour Dynamic Light 

Scattering) (Figure 12) ou la microscopie électronique. Par exemple, le récepteur de la neurotensine 

NTS1 reconstitué en nanodisques a été analysé par DLS afin de vérifier que la préparation était 

homogène et que la taille des particules correspondait bien à celle attendue pour l’incorporation de 

monomère (Inagaki et al., 2012). Une étude en DLS du récepteur purifié de l’α-facteur Ste2p de la 

levure S. cerevisiae a montré une augmentation de la taille et de la polydispersité des particules en 

présence de l’α-facteur, indiquant une probable oligomérisation induite par le ligand (Shi et al., 

2009). Une observation en microscopie électronique à coloration négative a montré que la 

Rhodopsine solubilisée en détergent DM (n-Decyl-β-D-Maltopyranoside) était présente sous forme 

de dimère de façon homogène (Suda et al., 2004). 

!

 

Figure 12 : Représentation schématique du principe de la 

diffusion dynamique de la lumière. 

La lumière diffusée par les particules est mesurée au cours du 
temps. Pour les grosses particules peu mobiles l’intensité 
diffusée varie moins vite au cours du temps que pour les 
petites particules plus mobiles. Le traitement mathétique de 
ces données permet d’obtenir des informations sur la taile 
(rayon hydrodynamique) et la polydispersité des particules. 
 
 

 

Le dichroïsme circulaire donne des informations sur le repliement des protéines par 

l'établissement d’un spectre de forme caractéristique pour les trois structures secondaires retrouvées 

dans les protéines : l'hélice, le feuillet et la forme aléatoire (Figure 13). On peut ainsi déterminer si 

la protéine est correctement repliée en fonction de l’environnement dans lequel elle se trouve. Une 

étude par dichroïsme circulaire du récepteur de l’adénosine A2A purifié a ainsi montré qu’en 

présence de détergent DDM (n-Dodecyl-β-D-Maltopyranoside) seul les protéines n’était pas 

correctement repliées tandis que la combinaison des détergents DDM et Chaps (3-[(3-

Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate) et d’un analogue du cholestérol 
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(cholesteryl hemisuccinate) permettait de maintenir le bon repliement de ces récepteurs (O'Malley 

et al., 2007). 

 

 

 

 

Figure 13 : Illustration des spectres de dichroïsme circulaire 

caractéristiques des trois structures secondaires retrouvés dans les 

protéines. 

 
 
 
 
 

Des études de stabilités thermiques permettent d’évaluer la stabilité des protéines soumises à 

des températures croissantes et de mesurer leur point de fusion (Tm), c’est-à-dire la température à 

laquelle 50 % de la protéine est dénaturée (Figure 14). La dénaturation des protéines peut-être 

suivie par dichroïsme circulaire, par mesure de la fluorescence intrinsèque ou à l’aide d’une sonde 

fluorescente. La sonde CPM (N-[4-(7-diethylamino-4-methyl-3-coumarinyl)phenyl]maleimide) a 

été utilisée pour évaluer la stabilité du récepteur de l’apeline en fonction de l’environnement dans 

lequel il se trouvait (tampon, sels, pH, détergent, glycérol) (Alexandrov et al., 2008). Cette sonde, 

ainsi que la fluorescence intrinsèque, ont été employées pour observer l’effet de molécules, tels que 

des ligands ou des lipides, sur la stabilité du récepteur β2-adrénergique (Liu et al., 2010). Une autre 

étude a comparé les Tm mesurés par dichroïsme circulaire et par mesure de la fluorescence émise 

par la sonde CPM sur le récepteur A2A en absence ou en présence de ligands. Ceci a mis en 

évidence que la sonde CPM mesure des Tm globalement moins élevés, car elle mesure le 

dépliement des structures tertiaires, qui se produit avant la dénaturation des structures secondaires, 

mesurée par dichroïsme circulaire (O'Malley et al., 2010). 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique du principe des tests 

de thermostabilité basés sur la fluorescence. 

L’augmentation de la température provoque une dénaturation 
progressive des protéines qui est suivie par la variation de la 
fluorescence. Ceci permet de déterminer le Tm des protéines, 
c’est à dire la température à laquelle 50% des protéines sont 
dénaturées. Plus le Tm mesuré des protéines est élevé plus elles 
sont stables. 
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La structure tridimensionnelle des protéines peut être obtenue grâce à des techniques, telles 

que la diffraction des rayons X et la résonance magnétique nucléaire (RMN) qui donnent des 

informations à l’échelle moléculaire, voire atomique. Ainsi, les structures de 18 RCPG différents 

ont pu être résolues ces dernières années, dont 17 par diffraction des rayons X et une par RMN. 

L’analyse de ces structures a permis de déterminer l’organisation des différents domaines les uns 

par rapport aux autres, leurs rôles et les résidus impliqués. La comparaison des structures a permis 

de mettre en évidence des similitudes et des différences et ainsi d’identifier des signatures 

moléculaires (Venkatakrishnan et al., 2013). 

2.3.3. L’identification de nouveaux partenaires d’interaction 

Les RCPG interagissent avec une multitude de protéines qui peuvent être impliquées dans la 

signalisation intracellulaire, la désensibilisation, l’internalisation, le trafic ou encore la localisation 

subcellulaire des récepteurs. Ces protéines interagissent directement ou indirectement, par 

l'intermédiaire de protéines adaptatrices, avec la région intracellulaire des récepteurs pouvant 

former des complexes multi-protéiques. L’identification de ces protéines d’interaction est donc 

essentielle pour la compréhension du fonctionnement des RCPG. De plus, ces partenaires peuvent 

aussi être utilisés comme outils de stabilisation des récepteurs pour la cristallisation des protéines. 

En effet, les RCPG sont des protéines très flexibles et instables et l’interaction avec des partenaires, 

notamment au niveau des régions les plus flexibles, peut permettre d’immobiliser les récepteurs 

dans des complexes protéiques plus stables. Plusieurs approches in vitro peuvent être employées 

pour identifier les protéines d’interaction naturelles des RCPG. 

Pendant longtemps, l’identification de nouveaux partenaires d’interaction n’utilisait que des 

sous-domaines solubles de RCPG, généralement l'extrémité C-terminale, pour contourner la 

difficulté de purifier des RCPG entiers. Par exemple, la technique de double-hybride (Figure 15 A), 

qui emploie ce type d’approche pour cribler des banques d'ADNc, a permis de détecter des 

partenaires d'interaction directs pour un grand nombre de RCPG (Diviani et al., 2003 ; Simonin et 

al., 2004 ; Chen et al., 2006 ; Milojevic et al., 2006 ; De Martelaere et al., 2007 ; Guillaume et al., 

2008). Des puces à protéines (Figure 15 C) ont aussi été conçues pour détecter des protéines qui 

interagissent directement avec l'extrémité C-terminale de GPCR (Heydorn et al., 2004 ; Fam et al., 

2005 ; Paquet et al., 2006 ; Stiffler et al., 2007). Des approches basées sur la chromatographie 

d’affinité d’extrémité C-terminale fusionnée à une étiquette (Figure 15 B) ont permis d’isoler des 

complexes d’interaction issus de lysat cellulaire. Ces complexes protéiques ont ensuite été séparés 

par électrophorèse bidimensionelle et identifiés par spectrométrie de masse. Cette méthode a été 

employée avec succès avec une étiquette GST (glutathion-S-transférase) pour le récepteur de la 
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sérotonine 5HT2C (Becamel et al., 2002) ou avec une étiquette 6-histidines pour les récepteur de la 

mélatonine MT1 et MT2 (Maurice et al., 2008). Cependant, l’utilisation de sous-domaines solubles 

de RCPG présente des limitations. En effet, la liaison de protéines interagissant avec des RCPG 

peut dépendre de la présence de plusieurs sous-domaines ou de déterminants conformationnels qui 

ne sont pas fournis par un seul sous-domaine. 

!
Figure 15 : Représentation schématique de différentes méthodes pour identifier des partenaires d’interaction. 

Ce schéma compare quatre méthodes différentes d’identification de nouveaux partenaires au niveau de la cible utilisée, 
de la source de partenaires d’interaction, de la procédure d’isolement et de la méthode de détection. Les trois premières 
utilisent des sous-domaines solubles de RCPG : la technique de double-hybride (A), la chromatographie d’affinité de 
peptide fusionnée à une étiquette (B) et les puces à protéine (C), tandis que la quatrième emploie des RCPG entiers : la 
purification d’affinité en tandem (D). Adapté de (Daulat et al., 2009). 

 

Aujourd’hui, grâce aux progrès réalisés dans la production et la purification des RCPG, 

l’identification de nouveaux partenaires d’interaction peut être réalisée avec des récepteurs entiers. 

La technique de purification d’affinité en tandem (TAP pour Tandem Affinity Purification) a ainsi 

pu être appliquée aux RCPG (Figure 15 D). Cette méthode nécessite l’expression de la protéine 
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cible fusionnée à une étiquette TAP, constituée de deux domaines de liaison à l’immunoglobuline, 

d’un site de clivage à la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) et d’un domaine de liaison à la 

calmoduline. La protéine d’intérêt et ses complexes protéiques associés sont purifiés en deux 

étapes. La première consiste en une chromatographie d’affinité sur des billes de sépharose 

recouvertes d’immunoglobulines, puis après clivage par la protéase TEV, les complexes élués sont 

purifiés par affinité sur des billes recouvertes de calmoduline. Les complexes ainsi isolées sont 

ensuite analysés en spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines associées à la protéine 

cible. Cette technique été utilisée pour les récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2 avec une 

étiquette TAP fusionnée à l’extrémité C-terminale et a permis l’identification de nouveaux 

partenaires d’interaction, dont certains étaient communs aux deux récepteurs et d’autres spécifiques 

à chacun (Daulat et al., 2007). Par la suite, une méthode TAP modifiée a permis de d’identifier des 

protéines interagissant avec le récepteur α1D-adrénergique fusionné à l’extrémité N-terminale par 

une étiquette TAP (Lyssand et al., 2008). 

Par ailleurs, dans l’optique de développer des outils de détection et de stabilisation des 

RCPG, la découverte d’anticorps spécifiques est également un point important. L'approche la plus 

courante consiste à utiliser des peptides synthétiques issus de domaines de RCPG et à les fusionner 

à de grandes protéines hautement immunogènes telle que l'ovalbumine. Ces protéines chimériques 

sont ensuite injectées à des animaux afin que leur système immunitaire produise des anticorps 

contre le peptide cible (Mackrill, 2004). Plus récemment, des RCPG entiers purifiés et reconstitués 

in vitro ont été utilisés pour immuniser des animaux et ont permis l’identification de récepteurs 

conformationnels (Day et al., 2007 ; Talmont et al., 2012). Cependant, les approches basées sur 

l’immunisation présentent des limitations car les anticorps résultants ont une spécificité 

imprévisible. Un criblage extensif est donc nécessaire pour sélectionner un anticorps avec les 

propriétés souhaitées et malgré tout il n’est pas garanti qu’un tel anticorps soit produit. Pour 

contourner ces problèmes, de nouvelles stratégies sont en cours d’élaboration, basées la sélection in 

vitro dans des banques d'anticorps recombinants. De plus en plus, des bibliothèques d’anticorps 

naïfs, immunitaires ou synthétiques sont développées. Celles-ci peuvent être criblée par des 

méthodes de présentation in vitro (in vitro display methods) à l’aide de récepteurs purifiés, telles 

que la technique du phage display (Figure 16). Ces méthodes augmentent la probabilité de 

sélectionner des anticorps spécifiques, de hautes affinités avec des propriétés prédéfinies (Bradbury 

et al., 2011 ; Webb et al., 2013). En outre, les technologies recombinantes permettent l’utilisation 

d’autres classes de protéine que les anticorps. Par exemple, le développement d’une bibliothèque de 

protéine recombinante de répétition d’Ankirine (DARPins pour designed ankyrin repeat proteins) et 

le criblage par la technique de ribosome display, a permis de sélectionner des protéines qui lient 
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spécifiquement le récepteur de la neurotensine NTR1 comme protéine d’interaction pour la 

stabilisation du récepteur (Milovnik et al., 2009). 

!

Figure 16 : Représentation schématique du cycle de 

criblage par phage display. 

Ce schéma présente un exemple de cycle de criblage 
d’une bibliothèque de fragments d’anticorps par phage 
display à l’aide de protéines purifiées en détergent. La 
bibliothèque de fragments d’anticorps Fab affichée à 
la surface de particules de phage est exposée aux 
protéines membranaires purifiées en détergents. Les 
phages avec les spécificités désirées forment des 
complexes anticorps/antigène. Ces complexes peuvent 
être immobilisés sur un support solide grâce à une 
étiquette présente sur la protéine cible, ici une 
étiquette biotine. Les phages non liés sont éliminés par 
lavages, puis les phages restants sont élués. Ces 
phages sont utilisés pour infecter des bactéries afin 
d’être amplifiés. Ils constituent alors une sous-banque 
qui peut être utilisée pour un autre cycle de 
présentation de phages. Habituellement, après trois à 
cinq cycles, des clones individuels sont sélectionnés et 
analysés. Adapté de (Rothlisberger et al., 2004). 
 

 

2.3.4. La caratérisation des interactions 

Après avoir identifié un partenaire, des études plus approfondies sont réalisées afin de 

caractériser l’interaction. Celles-ci ont pour objectif de déterminer l’ensemble des paramètres de la 

liaison (affinité, stoechiométrie, cinétique, énergie…), d’identifier les déterminants de cette 

interaction au niveau des différents partenaires, d’analyser les changements conformationnels 

résultants et d’évaluer l’incidence biologique. Différentes techniques peuvent être employées pour 

étudier des interactions, présentant chacune leurs avantages et inconvénients et apportant des 

informations différentes et complémentaires.  

La radioactivité est très utilisée pour les études de liaison de ligand au récepteur mais 

relativement peu pour les interactions protéines-récepteur. Ses applications in vitro concernent 

principalement le criblage de nouveaux ligands, la détermination des propriétés des ligands 

(affinité, agoniste ou antagoniste) et les tests d’activité pour vérifier le repliement correct de RCPG 

purifiés en se basant sur leur capacité à lier un ligand. C’est une méthode extrêmement sensible 

avec une limite de détection très faible ce qui permet d’étudier des interactions dont les affinités 

sont très élevées. Cependant, certaines molécules sont difficiles à marquer et nécessitent des 

protocoles lourds avec des radioactivités élevées. De plus, cette méthode présente de fortes 

contraintes écologiques et économiques pour la production, le stockage, l’utilisation et le 
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retraitement des composés radioactifs. Pour pallier à cela, de nouvelles méthodes ont été 

développées, notamment des techniques biophysiques, utilisant d’autres signaux pour suivre 

l’interaction. 

La fluorescence est une des alternatives à la radioactivité la plus couramment utilisée pour 

étudier les RCPG (Daly & McGrath, 2003). Les techniques de transfert d’énergie comme le FRET 

(pour Förster Resonance Energy Transfer) ou le BRET (pour Bioluminescence Resonance Energy 

Transfer) sont principalement utilisées dans des systèmes cellulaires, pour étudier l’interaction des 

RCPG avec des ligands ou des protéines, leur localisation, leur trafic intracellulaire ou leur 

dimérisation (Ward & Milligan, 2013), mais elles peuvent également être employées in vitro. Ces 

méthodes nécessitent le marquage de l’un des partenaires avec une molécule fluorescente ou 

bioluminescente donneuse et de l’autre avec une molécule fluorescente acceptrice. Lorsque le 

donneur est excité, s’il y a interaction entre les deux partenaires, il va transmettre son énergie à 

l’accepteur qui va émettre de la fluorescence. Pour permettre de transfert d’énergie il est nécessaire 

que le spectre d’émission du donneur recouvre le spectre d’excitation de l’accepteur (Figure 17 A) 

et que la distance entre les deux partenaires soit faible, généralement ≤ 10 nm (Figure 17 B). Ces 

techniques permettent d’étudier l’interaction entre un RCPG et un ligand. Par exemple, l’interaction 

entre le récepteur de la ghréline GHS-R1 marqué à l’extrémité N-terminale et le ligand peptidique 

ghréline marqué a été caractérisée par FRET (mesure de Kd), ainsi que l’interaction avec plusieurs 

autres ligands non marqués par compétition (mesure de Ki) (Damian et al., 2012 ; Mary et al., 2012 

; Mary et al., 2013). Des études d’interaction avec des protéines cytosoliques peuvent également 

être réalisées en marquant le RCPG à son extrémité C-terminale. Les techniques de transfert 

d’énergie avec un marquage intramoléculaire permettent aussi de visualiser un changement de 

conformation d’un RCPG suite à son activation. Par exemple, le récepteur β2-adrénergique a été 

marqué à l’extrémité cytoplasmique de l’hélice 6 et à l’extrémité C-terminale. L’analyse en FRET a 

permis de mesurer des variations de distance entre ces deux domaines du récepteur suite à 

l’activation par des ligands agonistes (Granier et al., 2007). Le même type d’étude a été réalisé sur 

le récepteur de l’arginine-vasopressine de type 2 (V2R), complété par la mesure de la fluorescence 

intrinsèque de ce RCPG, pour mettre en évidence les changements de conformation induits par des 

ligands biaisés ou non et ainsi comprendre les mécanismes moléculaires responsables de l’efficacité 

des ligands et de la sélectivité fonctionnelle (Rahmeh et al., 2012).  

!
!
!
!
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Figure 17 : Illustration schématique du 

principe de FRET. 

A : Le spectre d’émission du donneur (en 
rouge) doit recouvrir le spectre d’excitation 
de l’accepteur (en bleu) pour que le FRET 
puisse se produire. B : Le donneur et 
l’accepteur doivent être suffisamment 
proche (distance ≤ 10 nm) de sorte que, 
lorsque le donneur est excité, il transfert 
son énergie à l’accepteur qui est à son tour 
excité et émet de la fluorescence traduisant 
l’interaction entre les deux protéines 
portant les molécules donneuse et 
acceptrice.  
 
 

Une autre approche basée sur la fluorescence utilise un marquage unique avec la sonde 

Bimane, qui est sensible à la polarité de son environnement et dont les variations d’émission de 

fluorescence vont traduire des changements de conformation de la protéine marquée. Par exemple, 

le récepteur β2-adrénergique a été marqué sur la boucle ICL3 avec la sonde bimane afin de suivre 

les mouvements des extrémités cytoplasmiques des hélices 3, 5 et 6 induits lors de l’activation du 

RCPG. Ceci a permis d’étudier l’effet de différents types de ligands sur la conformation du 

récepteur et le couplage à la protéine G (Yao et al., 2009). Autre exemple, le récepteur de la 

ghréline GHS-R1 a été marqué par la sonde Bimane à différentes positions (intra- ou extra- 

cellulaire) pour suivre les changements conformationnels lors de son interaction avec différents 

types de ligands mais aussi avec des partenaires cytosoliques tels que les protéines G, l’arrestine ou 

la sous-unité µ de la protéine adaptatrice AP2. Cette étude a permis d’analyser l’influence des 

ligands et des protéines de signalisation sur le paysage conformationnel que peut adopter un RCPG 

(Mary et al., 2012). Inversement, dans d’autres études ce sont les protéines cytosoliques, comme 

l’arrestine ou µ-AP2, qui ont été marquées au Bimane afin de mettre en évidence leur interaction 

avec un RCPG non marqué (Damian et al., 2012 ; Mary et al., 2013). 

La résonnance plasmonique de surface (SPR pour Surface Plasmon Resonance) est une 

technique intéressante car elle très sensible, requiert peu de matériel purifié et ne nécessite pas de 

marquage. Un des partenaires est immobilisé sur une surface sensible et, lors de la fixation de 

l’autre partenaire, une variation de l'indice de réfraction de la lumière, due au changement de masse, 

est mesurée (Figure 18). Cette technique apporte, en plus des affinités de liaisons, des données sur 

la cinétique (constante d’association et dissociation) et la stoechiométrie de l’interaction. Elle 

permet d’étudier des interactions récepteur-protéine. Par exemple, la SPR a été utilisée pour 

caractériser la liaison de différents mutants de la glycoprotéine gp120 du VIH (virus 
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d’immunodéficience humaine) avec le récepteur de chimiokine CCR5 (Navratilova et al., 2006a). 

Elle a également permis de mettre en évidence une interaction entre le domaine central de la 

protéine GASP-1 (GPCR Associated Sorting Protein 1) et différents RCPG (Bornert et al., 2013). 

Cette technique permet également d’étudier des interactions ligand-récepteurs. Les cinétiques et 

stoechiométries d’interaction des récepteurs de chimiokine CXCR4 et CCR5 avec des ligands 

naturels et des petites molécules, dont 19 nouveaux inhibiteurs du CCR5, ont été déterminées par 

SPR (Navratilova et al., 2006b). Cette technique a aussi été utilisée pour cribler les conditions de 

solubilisation de RCPG, en se basant sur la capacité des récepteurs à lier des ligands de référence 

(Navratilova et al., 2005 ; Rich et al., 2009). Elle a également permis de caractériser le profil 

pharmacologique de mutants thermostabilisés de RCPG avec différents ligands (Rich et al., 2011 ; 

Robertson et al., 2011). L’analyse en SPR de l’interaction d’un antagoniste de référence avec 

différents mutants du site de fixation de ligand du récepteur de l’adénosine A2A a permis de 

déduire des informations sur les acides-aminés impliqués dans la liaison (Zhukov et al., 2011). La 

SPR est de plus en plus utilisée pour étudier les interactions avec les RCPG bien qu’elle présente 

tout de même quelques limitations. Tout d’abord, il est indispensable de pouvoir immobiliser un des 

deux partenaires et il peut y avoir des problèmes d’instabilité de cette immobilisation. De plus, il 

peut y avoir des liaisons non spécifiques mais aussi des faux positifs dus à la sensibilité de la 

surface aux solvants à haut indice de réfraction.  

 
 

Figure 18 : Représentation schématique du principe de la 

résonance plasmonique de surface (SPR). 

La SPR détecte les variations de l'indice de réfraction de la 
lumière au niveau d’une surface sensible recouverte d’un film 
en or. La lumière est réfléchie avec un angle qui varie en 
fonction de la masse sur la surface sensible. Si le partenaire 
immobilisé sur la puce fixe une molécule qui passe dans le 
canal, il y a une augmentation de la masse qui induit un 
changement de l’angle de résonance (de I à II dans le 
diagramme inférieur gauche). La mesure de cette 
modification de l’angle de résonance en temps réel permet de 
tracer un sensorgramme du signal de résonance en fonction 
du temps (graphique inférieur droit). 
 
 

La titration calorique isotherme (ITC pour Isothermal Titration Calorimetry) est une 

technique qui ne nécessite ni marquage ni immobilisation sur un support. Elle est basée sur la 

mesure de variation de chaleur induite au cours d’une interaction moléculaire (Figure 19). Elle 

permet de mettre en évidence une interaction et de déterminer l’affinité et la stoechiométrie du 

système. De plus, elle donne des informations sur les paramètres thermodynamiques (énergie libre, 
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enthalpie, entropie) de l’interaction permettant de préciser la nature des forces contribuant à la 

formation des complexes (hydrophobe, électrostatique). L’étude approfondie de l’interaction de la 

chimiokine interleukine-8 (IL-8) avec le domaine N-terminal du récepteur de chimiokine CXCR1 

par ITC a permis de déterminer les paramètres thermodynamiques et de mettre en évidence que la 

liaison est enthalpique et médiée essentiellement par des interactions hydrophobes (Fernando et al., 

2007). L’ITC a également permis de caractériser l’interaction de l’hormone peptidique parathyroïde 

(PTH) avec le domaine extracellulaire purifié du récepteur PTH1R (Pioszak & Xu, 2008) puis avec 

le récepteur PTH1R purifié entier (Drechsler et al., 2011). En utilisant des fragments et des mutants 

de l’hormone PTH, l’analyse par ITC a permis de définir la longueur minimale et les résidus 

essentiels pour l’interaction. Cette technique a également été utilisée comme test fonctionnel pour 

vérifier le bon repliement de RCPG purifiés en se basant sur leur capacité à lier un ligand (Nisius et 

al., 2008 ; Watkins et al., 2013). Bien qu’elle apporte des informations originales et intéressantes, 

l’ITC est assez peu employée pour l’étude des interactions avec des RCPG qui se limitent 

principalement à des études de liaison de ligands peptidiques. Les principaux inconvénients de cette 

méthode sont la grande quantité de protéine nécessaire, la difficulté de mesurer des interactions de 

très haute affinité et le bruit de fond lié à la sensibilité au changement d’enthalpie non spécifique dû 

à l’environnement, comme la mauvaise concordance du tampon, la dilution de ligand ou encore 

l’inadéquation de la concentration en détergent (Rajarathnam & Rosgen, 2013). 

Figure 19 : Représentation schématique de la configuration de base d'un calorimètre de titration isotherme. 

Un calorimètre de titration isotherme est constitué de deux cellules, une cellule échantillon et une cellule de référence, 
constitué d'un matériau conducteur thermique efficace, entouré par une enveloppe adiabatique. Une seringue est utilisée 
pour doser le ligand dans la cellule d'échantillon contenant la biomolécule. Une alimentation constante est appliquée à 
la cellule de référence, activant un circuit de rétroaction, qui applique une force variable à la cellule d'échantillon. Cela 
permet de conserver une différence de température très faible et contrôlée entre les cellules, pour maintenir des 
conditions isotherme (∆T = 0). Au cours du processus de titrage, on observe le changement de chaleur dans la cellule 
d'échantillon. La puissance de rétroaction nécessaire pour maintenir des conditions isothermes entre les deux cellules, 
est mesurée par un calorimètre. Les réactions exothermiques produisent de la chaleur, provoquant ainsi une diminution 
de la puissance de retour, tandis que les réactions endothermiques augmentent la puissance de rétroaction. Adapté de 
(Holdgate & Ward, 2005). 
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Avec la plupart des techniques d’analyse d’interaction protéine-ligand ou protéine-protéine, 

il est souvent nécessaire de générer des mutants de la protéine pour identifier les acides-aminés 

impliqués dans la liaison. En revanche, dans le cas de co-cristallisation d’un récepteur avec un 

ligand ou une protéine partenaire, la diffraction des rayons X permet d’identifier directement les 

déterminants de l’interaction au niveau des deux partenaires et d’obtenir des informations sur les 

acides-aminés et le type de liaison impliqués dans l’interaction. Pendant longtemps les particularités 

intrinsèques des RCPG ont limité leur analyse par la diffraction des rayons X. Depuis quelques 

années, d’énormes progrès ont été réalisés dans ce domaine. Ainsi, plusieurs structures de RCPG 

liés à différents types de ligand et même une structure en co-cristallisation avec une protéine G ont 

pu être obtenues. Ceci a permis d’étudier la diversité structurale des RCPG et d’approfondir les 

connaissances sur leur mécanisme d’activation et le couplage aux protéines G. Il faut cependant 

noter que la cristallographie est le reflet d’un système figé qui ne permet pas d’obtenir des 

informations dynamiques. En effet, les formes cristallines représentent un seul état de conformation 

non-dynamique, alors que les RCPG semblent passer par divers états de transition lors de leur 

interaction avec des partenaires (Millar & Newton, 2010). De plus, cette technique nécessite de 

disposer d’une grande quantité de protéines pures, homogènes et stables mais requiert également 

une étape supplémentaire de cristallisation, pour laquelle les conditions favorables à la 

cristallogenèse peuvent être spécifiques à chaque protéine. 

Ainsi, les méthodes d’analyses biochimiques et biophysiques utilisant des protéines 

purifiées s’avèrent être des outils très complémentaires et utiles pour analyser de nombreux aspects 

de la biologie des RCPG dans un environnement expérimental contrôlé et amener des modèles qui 

peuvent ensuite être testés dans un contexte cellulaire. 

 

3. Le challenge de l’étude de RCPG in vitro 

Afin de pouvoir réaliser des études in vitro de RCPG, il est nécessaire de disposer de 

protéines purifiées en qualité et en quantité suffisantes et pour cela plusieurs obstacles majeurs 

doivent être surmontés. Tout d’abord, mise à part la Rhodopsine qui est abondante dans la rétine, 

les RCPG sont généralement produits en faible quantité et doivent donc être surexprimés dans un 

système d’expression recombinant. De plus, les RCPG doivent être extraits de leur environnement 

membranaire natif par solubilisation à l’aide de détergents. Le choix du détergent est essentiel pour 

trouver un équilibre entre l’efficacité de l’extraction et le maintien de l’activité, car les protéines 

membranaires sont souvent déstabilisées et dénaturés par les détergents. Ensuite, les récepteurs 

doivent être purifiés de façon homogène. Finalement, il est nécessaire d’identifier des conditions 
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permettant de stabiliser les récepteurs purifiés afin d’éviter ou de ralentir leur dénaturation 

progressive et leur perte de fonction. Malheureusement, il n’existe pas pour le moment d’approche 

universelle qui permette la production, la purification et la stabilisation de tout RCPG. En effet, 

chaque récepteur possède des caractéristiques physicochimiques qui lui sont propres et une 

préférence pour certains détergents. Chacun nécessite donc des conditions particulières pour sa 

solubilisation et sa purification. Cependant, les grandes avancées réalisées ces dernières années, 

concernant la surexpression, la purification et la stabilisation des RCPG, ouvrent des perspectives 

prometteuses pour l’étude structurale et l’analyse dynamique de ces protéines membranaires 

(Baneres & Mouillac, 2012 ; Zhao & Wu, 2012 ; Maeda & Schertler, 2013). 

3.1. La surexpression des RCPG 

La surexpression de telles protéines n’est pas une étape triviale car elle peut aboutir à de 

faibles rendements, des phénomènes d’agrégation, un mauvais repliement ou encore une toxicité 

cellulaire, l’ensemble de ces situations étant bien souvent liées entre elles. Malgré tout, de 

nombreux systèmes d’expression capables de produire des protéines recombinantes fonctionnelles 

avec des rendements élevés ont pu être développés. Aujourd’hui, il existe plusieurs systèmes 

adaptés à la production de RCPG, présentant chacun leurs avantages et inconvénients. 

3.1.1. Les bactéries 

Les bactéries constituent un système de production de protéines simple et peu coûteux. Elles 

ont un temps de génération court, peuvent être facilement manipulées génétiquement et cultivées en 

grand volume. La bactérie Escherichia coli (Figure 20) est le système le plus commun. 

Couramment utilisé pour la production de protéines solubles, son utilisation pour les protéines 

membranaires des eucaryotes supérieurs est plus restreinte. Il faut noter que ce système procaryote 

ne réalise pas de modifications post-traductionnelles, ce qui peut être un avantage pour 

l’homogénéité mais aussi un inconvénient si ces modifications sont indispensables à l’activité des 

protéines. De nombreuses optimisations de ce système (construction, souche, vecteur) ont permis 

l’expression de plusieurs RCPG. Cependant, les rendements d’expression peuvent être élevés pour 

certains, tandis que d’autres sont produits à des niveaux très faibles, voire pas du tout (Michalke et 

al., 2009). Deux méthodes de production peuvent être employées, soit les RCPG sont adressés à la 

membrane interne comme le récepteur de la neurotensine NTS1 (White et al., 2004 ; White & 

Grisshammer, 2007), soit ils sont produits en corps d’inclusion dans le cytoplasme puis manipulés 

en conditions dénaturantes pour être repliés ensuite sous forme native et fonctionnelle, comme les 

récepteurs BLT1 et BLT2 du leucotriène LTB4 (Baneres et al., 2003a ; Baneres & Parello, 2003b ; 

Arcemisbehere et al., 2010). Aujourd’hui, la production en système E. coli a conduit à la 
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détermination par résonance magnétique nucléaire (RMN) de la structure tridimensionnelle du 

récepteur de chimiokine CXCR1 (Park et al., 2012) ainsi qu’à celle de deux ligands liés à des 

récepteurs purifiés, la neurotensine (Luca et al., 2003) et le leucotriène LTB4 (Catoire et al., 2010). 

Le système E. coli a également été utilisé pour le criblage primaire de la stabilité thermique de 

mutant de RCPG, du fait de ses capacités haut débit. Les mutants optimisés ont ensuite pu être 

transférés à d’autres systèmes d’expression pour la production à grande échelle (Sarkar et al., 2008 ; 

Serrano-Vega et al., 2008 ; Shibata et al., 2009 ; Lebon et al., 2011a). 

!
!
!
!

Figure 20 : Image de microscopie électronique à 

balayage de la bactérie Escherichia coli. 

!
!
!
!

!
3.1.2. Les levures 

La levure, eucaryote unicellulaire, est un système d’expression intéressant car elle combine 

plusieurs avantages. Comme les bactéries, elle peut être manipulée aisément d’un point de vue 

génétique, possède un temps de génération court et peut facilement être cultivée en grand volume 

dans des milieux assez simples et peu couteux. De plus, elle possède toute la machinerie cellulaire 

des eucaryotes et peut effectuer la plupart des modifications post-traductionnelles (Reilander & 

Weiss, 1998). Cependant, la composition et la quantité des glycosylations ainsi que la composition 

de la membrane plasmique chez les levures, diffèrent de celles des cellules de mammifères. Ceci 

peut avoir des conséquences si ces modifications ou un environnement lipidique particulier sont 

essentiels à l’expression fonctionnelle des récepteurs, comme c’est la cas du récepteur µ-opioïde 

(Lagane et al., 2000). De plus, les cellules de levure sont entourées d’une paroi cellulaire qui 

complique la lyse des cellules et l’isolement des membranes. Couramment utilisé pour l’expression 

de protéines membranaires, ce système a été un des premiers utilisé pour la production des RCPG. 

Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris sont les deux souches les plus utilisées. P. pastoris 

(Figure 21) présente l’avantage de pouvoir être cultivée à très haute densité et d’être capable 

d’utiliser le méthanol comme source de carbone permettant l’utilisation d’un promoteur fort et 

inductible au méthanol pour la production de niveaux élevés de protéines (Andre et al., 2006). Chez 

P. pastoris, de nombreuses optimisations peuvent être réalisées, au niveau de la séquence 

recombinante (Logez et al., 2012) et des paramètres expérimentaux (Bornert et al., 2012) afin 

Rocky Mountain Laboratories, NIAID, NIH!
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d’améliorer la qualité et la fonctionnalité des protéines produites. Les structures cristallographiques 

du récepteur de l’histamine H1 (Shimamura et al., 2011) et du récepteur de l’adénosine A2A (Hino 

et al., 2012) ont été résolues à partir de protéines exprimées chez P. pastoris.  

 

 

 

Figure 21 : Image de microscopie électronique de 

la levure Pichia pastoris. 

 

 
 

 

3.1.3. Les cellules d’insectes 

Le système de cellules d’insecte infectées par un baculovirus recombinant (Figure 22) est 

un des plus exploités aujourd’hui pour la surexpression des RCPG. Certes, la vitesse de croissance 

de ces cellules est plus faible et les milieux de culture plus coûteux que pour les bactéries ou les 

levures. Malgré tout, ces cellules peuvent être cultivées à de hautes densités cellulaires et sont plus 

adaptées à la production en masse que les cellules de mammifère (Sarramegna et al., 2003). De 

plus, ce système réalise la plupart des modifications post-traductionnelles, bien que la glycosylation 

des protéines recombinantes est limitée à l’addition de mannose. Par ailleurs, le taux de cholestérol 

dans la membrane plasmique de ces cellules est relativement faible. Les cellules les plus utilisées 

sont les Sf9 et Sf21 dérivées de Spodoptera frugiperda et les High Five dérivées de Trichoplusia ni 

(Akermoun et al., 2005). Généralement, ce système donne des rendements de production élevés 

avec une fonctionnalité similaire à celle des récepteurs exprimés dans leur environnement cellulaire 

original. D’ailleurs, la production en cellules d’insecte a abouti à la résolution de plupart des 

structures tridimensionnelles de RCPG publiées ces dernières années, comme par exemple celles 

des récepteurs adrénergiques β1 et β2 (Rasmussen et al., 2007 ; Warne et al., 2008), du récepteur 

de l’adénosine A2A (Jaakola et al., 2008) ou plus récemment des récepteurs des opioïdes µ, δ et κ 

(Granier et al., 2012 ; Manglik et al., 2012 ; Wu et al., 2012). 

 

 

 

Figure 22: Image de microscopie électronique de 

cellules d’insectes Sf9 infectées par bacculovirus. 
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3.1.4. Les cellules de mammifères 

Les cellules de mammifère (Figure 23) constituent le système idéal pour l’expression des 

RCPG car c’est celui qui est le plus proche de l’environnement naturel des récepteurs. En effet, 

elles possèdent toute la machinerie de production et de modifications post-traductionnelle et la 

composition lipidique nécessaires au bon repliement des protéines eucaryotes. Cependant, les 

modifications post-traductionnelles, telles que la glycosylation, peuvent être un avantage pour la 

fonctionnalité mais aussi un inconvénient en terme d’homogénéité. Par ailleurs, ces cellules ont un 

temps de génération assez long, nécessitent des milieux de culture coûteux et la mise en place 

d’incubateurs à atmosphère contrôlée, et poussent à faible densité cellulaire, ce qui rend difficile 

l’optimisation des cultures à grande échelle (Sarramegna et al., 2003). L’expression des RCPG en 

cellules de mammifères peut être réalisée par infection à l’aide de vecteurs viraux, par transfection 

transitoire, ou par sélection de clones recombinants stables. Par exemple, un système d’expression 

dans des cellules BHK-21 (Baby Hamster Kidney cell-21) infectées par le virus SFV (Semliki 

Forest Virus) a été testé pour la production d’une centaine de RCPG recombinants (Hassaine et al., 

2006). Un système d’expression utilisant des lignées stables de cellules HEK293S (Human 

Embryonic Kidney 293) inductibles à la tétracycline a également été mis au point et utilisé avec 

succès pour l’expression de RCPG (Chelikani et al., 2006). Une autre lignée de HEK293S 

déficiente en N-acétylglucosaminyltransférase I (GnTI (-)) a été développée, avec l’avantage de 

réaliser des N-glycosylation homogènes (Chaudhary et al., 2012). L’expression en cellules de 

mammifère est efficace pour la production de RCPG fonctionnels mais l’obtention de récepteurs en 

grande quantité s’avère très onéreuse. C’est pourquoi ce système est plus souvent utilisé pour des 

études fonctionnelles que pour la surexpression.

 

 

 

Figure 23: Image de microscopie électronique 

de cellules de mammifères. 
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3.1.5. Les systèmes acellulaires 

La production peut aussi être réalisée in vitro dans des systèmes acellulaires. Cette approche 

réduit la complexité de production de protéine à partir d’organismes vivants et libère des contraintes 

du maintien en culture des cellules. La plupart des effets toxiques pour l’hôte d’expression sont 

sandialabs.g
ov 



! %&!

éliminés et la rapidité de production est très concurrentielle avec des réactions généralement de 10 à 

20 heures. La caractéristique de ce système est sa nature ouverte (Figure 24) qui permet, à 

n’importe quel moment de la réaction, l’addition de composés bénéfiques au repliement et à la 

stabilité des récepteurs recombinants, tels que des inhibiteurs de protéase, des cofacteurs, des 

ligands, des surfactants (Klammt et al., 2007). Ces systèmes acellulaires contiennent en général des 

extraits de bactéries, de germe de blé ou de réticulocytes de lapin qui contient tout le système de 

transcription et traduction permettant la production des protéines. L’expression peut être réalisée en 

absence de surfactant, conduisant à la formation de précipité de protéines qui sont ensuite 

solubilisés (Sansuk et al., 2008), en présence de détergents qui permet la solubilisation instantanée 

des protéines pendant ou peu après la traduction et génère des protéomicelles (Wang et al., 2013), 

ou directement en présence de bicouches lipidiques, qui permettent la stabilisation des protéines 

mais pour lesquelles la translocation peut être une étape limitante (Yang et al., 2011). L’efficacité 

de cette approche acellulaire a été prouvée pour plusieurs RCPG, dont le récepteur de l’endothéline 

ETA (Junge et al., 2010). 

 

 

Figure 24 : Représentation schématique de l’expression 

acellulaire. 

Exemple de synthèse in vitro de protéines membranaires 
directement intégrées dans des nanodisques. Les constituants 
(ADN, vésicules lipidiques, cofacteurs) sont mis dans un 
microtube avec le lysat cellulaire qui contient tout le système de 
transcription et traduction permettant la production des protéines. 
Celles-ci sont directement intégrées dans les nanodisques qui 
s’assemblent spotanément à partir des lipides et des 
apolipoprotéines. Une population mixte de nanodisques avec et 
sans protéine membranaire intégrée est obtenue (Cappuccio et 

al., 2008). 
 
 

 

Il existe donc une large gamme de systèmes d'expression disponibles, chacun avec leurs 

propres avantages et inconvénients. Le choix d’un système plutôt qu’un autre sera en grande partie 

déterminée par la protéine qui doit être surexprimée. Quel que soit le système choisi, il doit offrir 

des rendements élevés de protéine fonctionnelle. 
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3.2. La purification des RCPG 

Dans le cas des protéines membranaires comme les RCPG, la purification comprend 

généralement plusieurs étapes avec des objectifs différents. Tout d’abord, la préparation de 

membranes a pour but de séparer les protéines solubles des protéines membranaires suite à la lyse 

des cellules, puis la solubilisation permet d’extraire les protéines des membranes et de les maintenir 

en solution, finalement les techniques chromatographiques vont enrichir la préparation en protéines 

d’intérêt jusqu’à l’obtention d’un échantillon pur, homogène et fonctionnel. 

3.2.1. La préparation de membranes 

L’isolement des membranes plasmiques des cellules contenant les protéines d’intérêt, 

constitue la première étape dans la purification de protéines membranaires (sauf dans le cas 

d’expression en système acellulaire ou en corps d’inclusion). Cela consiste généralement en une 

lyse mécanique des cellules suivie par des centrifugations différentielles permettant de séparer les 

différents constituants des cellules. Il existe différents systèmes de lyse qui sont plus ou moins 

adaptés en fonction du système d’expression utilisé. Les homogénéisateurs type Ultra-Turrax, 

Potter ou Dounce sont souvent utilisés pour lyser les cellules de mammifères, la sonication est 

plutôt employée pour les bactéries, tandis que pour les levures le système le plus efficace est la lyse 

par mélange vigoureux en présence de microbilles de verre. Lors de la lyse des cellules, des 

protéases peuvent être libérées et conduire à la dégradation des protéines. Des inhibiteurs de 

protéases sont donc généralement ajoutés au tampon de lyse. Des centrifugations basses vitesses 

vont ensuite sédimenter les gros organites et les cellules non lysées. Puis des centrifugations à haute 

vitesse vont permettre de séparer les fragments de membranes qui se déposent au fond des tubes et 

les protéines solubles qui restent dans le surnagent. Ainsi la préparation de membrane permet 

d’éliminer les protéines solubles, y compris certaines protéases, et d’isoler les protéines 

membranaires constituant une première étape d’enrichissement en protéines d’intérêt. 

3.2.2. La solubilisation 

Une solubilisation des membranes plasmiques est nécessaire afin d’extraire les protéines 

membranaires de la bicouche lipidique. Ceci est réalisé à l’aide de détergents, qui désorganisent les 

membranes, remplacent les lipides en formant des micelles autour de la partie hydrophobe des 

protéines, et créent ainsi un environnement qui permet de maintenir les protéines membranaires en 

solution (Figure 25). Les détergents sont de petites molécules amphiphiles, qui possèdent une tête 

hydrophile connectée à un domaine hydrophobe. La nature de la tête hydrophile définit la classe de 

détergent : si la tête est chargée négativement les détergents sont anioniques tandis que si elle est 

chargée positivement ils sont cationiques, si la tête porte des charges positives et négatives les 
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détergents sont dits zwitterioniques et si elle n’est pas chargée ils sont non-ioniques (Seddon et al., 

2004).  

Le type de détergent utilisé pour la solubilisation et la purification a un impact direct sur la 

fonctionnalité et la stabilité d’un RCPG (Tate, 2010). Certains détergents ioniques forts sont 

excellents pour déstabiliser les membranes mais ils peuvent éliminer des lipides essentiels à la 

fonction de la protéine, voire même conduire à sa dénaturation. D’autres détergents non dénaturants 

sont moins efficaces pour solubiliser les membranes, mais plus favorables au maintien et à la 

stabilisation des RCPG sous forme fonctionnelle. Le choix du type de détergent est donc crucial 

pour trouver un équilibre entre l’efficacité de l’extraction et le maintien de la fonctionnalité.  

La concentration en détergent a aussi une influence sur la fonctionnalité et la stabilité des 

RCPG. La concentration à laquelle les monomères de détergent forment spontanément des micelles 

est connue sous le terme de concentration micellaire critique (CMC). Les membranes peuvent être 

facilement solubilisées en ajoutant des détergents à une concentration supérieure à leur CMC. 

Cependant, les récepteurs solubilisés ne se retrouvent généralement pas sous forme de protéines 

isolées mais plutôt sous forme de complexes associant des détergents et des lipides membranaires

(Figure 25) (Grisshammer, 2009). La quantité de lipides associés au RCPG solubilisé va dépendre 

de la concentration en détergent. Une concentration trop élevée en détergent peut entrainer la 

délipidation des RCPG et la perte de fonctionnalité.  

 

Figure 25 : Schéma représentant la solubilisation d’un RCPG par des détergents. 

Le RCPG (en bleu) exprimé à la membrane plasmique de la celllule hôte (en vert) est extrait à l’aide de détergents (en 
bordeau) au cours de l’étape de solubilisation. A ce stade, les RCPG sont compléxés aux lipides et aux détergents. 

 

3.2.3. La purification 

Après la solubilisation, les protéines d’intérêt sont isolées des autres protéines membranaires 

par purification. L’objectif est d’obtenir un échantillon de récepteurs purs, homogènes, et  



!%)!

fonctionnels et pour cela différentes techniques chromatographiques peuvent être utilisées et 

souvent combinées. Pour éviter que les protéines membranaires ne précipitent, tous les tampons de 

purification doivent contenir une concentration en détergent supérieure à la CMC. 

Grâce aux techniques de clonage recombinant, des séquences étiquettes peuvent être 

ajoutées aux extrémités amino- ou carboxy- terminales des récepteurs, permettant des purification 

par affinité. En effet, des anticorps spécifiques, développés contre ces séquences étiquettes, peuvent 

être greffés sur des résines affin de réaliser des chromatographies d’affinité rapides et efficaces. Par 

exemple, l’étiquette Flag (polypeptide de séquence DYKDDDDK) reconnue par les anticorps M1 et 

M2 a été utilisé pour la purification du β2-adrénergique (Kobilka, 1995) ou du récepteur des 

canabinoïdes CB1 (Kim et al., 2005). Les étiquettes 6-histidines ou 10-histidines peuvent être 

reconnues par un anticorps, mais plus généralement par des ions (nickel, cobalt ou zinc), on parle 

alors de chromatographie IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography). Cette méthode, la 

plus employée aujourd’hui par les laboratoires, a été utilisée pour la purification de nombreux 

RCPG (Mazina et al., 1996 ; Weiss & Grisshammer, 2002 ; Ratnala et al., 2004 ; Sarramegna et al., 

2005 ; Warne et al., 2008 ; Chien et al., 2010 ; Wu et al., 2010). Un des points critiques pour le 

succès d’une chromatographie d’affinité est l’accessibilité des étiquettes. Si elles ne sont pas 

correctement exposées et accessibles aux anticorps ou aux ions, cela peu affecter le rendement de 

purification de façon dramatique.  

Après l’enrichissement par chromatographie d’affinité contre des étiquettes, une seconde 

étape de purification peut être nécessaire afin d’éliminer d’éventuels contaminants (bien que pour 

certains récepteurs une seul étape IMAC ait permis d’obtenir un très bon niveau de pureté et 

d’homogénéité). Cette seconde étape peut aussi avoir pour but de séparer les récepteurs 

fonctionnels des récepteurs inactifs par une chromatographie d’affinité de ligand, utilisant une 

résine sur laquelle a été greffé un ligand spécifique du récepteur cible. Par exemple, une résine avec 

le ligand antagoniste XAC (Xanthine Amine Congener) a été développée pour purifier les 

récepteurs de l’adénosine A2A fonctionnels (Weiss & Grisshammer, 2002), une résine avec le 

ligand alprénolol (antagoniste β-adrénergique) pour les récepteurs β2AR (Warne et al., 2003), ou 

encore une résine avec l’agoniste neurotensine pour le récepteur NTS1 (White & Grisshammer, 

2010).  

Par ailleurs, la chromatographie d’exclusion stérique (SEC pour Size Exclusion 

Chromatography) permet de séparer les protéines en fonction de leurs propriétés physicochimiques 

(diamètre, volume, masse). Cette approche est bien souvent utilisées en complément des 
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chromatographies d’affinité. Ce type de purification permet notamment d’éliminer des agrégats non 

fonctionnels (Warne et al., 2011 ; Lebon et al., 2011b). 

Bien que plusieurs étapes de purification soient souvent nécessaires pour obtenir un 

échantillon pur, homogène et fonctionnel, le temps nécessaire pour la purification doit idéalement 

être réduit au minimum en raison de la dégradation possible par des protéases et de l’instabilité des 

récepteurs solubilisés pouvant aboutir à la dénaturation et/ou agrégation progressive au cours du 

temps. 

3.3. La stabilisation des RCPG purifiés 

Plusieurs raisons peuvent expliquer l’instabilité des RCPG solubilisés. Tout d’abord, leur 

flexibilité intrinsèque fait que ces protéines peuvent adopter de multiples conformations. De plus, 

l’exposition prolongée au détergent peut aboutir à la dénaturation progressive des récepteurs car des 

lipides et co-facteurs peuvent être piégés dans des micelles libres de détergent et des contacts 

structurants de type protéine-lipide et/ou protéine-protéine peuvent être rompus. Enfin, la structure 

des micelles ne mime pas parfaitement l’environnement membranaire car il n’y a pas de pression 

latérale qui contribue au maintien de la structure tridimensionnelle des protéines. Afin d’améliorer 

la stabilité des RCPG purifiés diverses stratégies ont été développées, dont certaines consistent à 

modifier la séquence protéique des récepteurs, d’autres à ajouter des agents stabilisants ou encore à 

changer l’environnement de la protéine en solution. 

3.3.1. La modification des RCPG  

Différentes stratégies de modification des RCPG par fusion, mutation ou délétion ont été 

employées avec succès pour améliorer la stabilité de ces protéines. 

Une première stratégie consiste à fusionner une protéine partenaire au RCPG afin de réduire 

sa flexibilité, d’améliorer sa stabilité et aussi d’augmenter la surface hydrophile pour la formation 

de cristaux. La première approche employée avec succès a consisté à fusionner la protéine du 

lysozyme T4 (LT4) à l’extrémité intracellulaire des hélices 5 and 6, en remplacement de la boucle 

ICL3 (Rosenbaum et al., 2007). Cette technique a permis de résoudre la structure à haute résolution 

du récepteur β2-adrénergique humain (Figure 26) dans un premier temps (Cherezov et al., 2007 ; 

Hanson et al., 2008 ; Wacker et al., 2010) puis a été transférée avec succès à dix autres RCPG. La 

fusion du LT4 au domaine N-terminal s’est révélée être également efficace pour la stabilisation des 

RCPG, élargissant les possibilités de stratégie de fusion (Thompson et al., 2012 ; Zou et al., 2012). 

Une exploration plus approfondie de nouveaux partenaires de fusion a conduit à l'identification du 

cytochrome b562RIL (BRIL) comme une alternative au LT4 (Chun et al., 2012). Cette construction 
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a donné la structure à la plus haute résolution de RCPG : 1,8 Å (Liu et al., 2012). Bien qu’elle ait 

déjà prouvé son efficacité pour de nombreux RCPG, certains ne se prêtent pas à cette approche de 

fusion de protéine en raison des effets délétères sur l'expression ou la stabilité de la protéine 

chimérique. De plus, même si le remplacement de la boucle ICL3 n'a que peu d'effets sur la liaison 

de ligand, il abolit le couplage aux protéines G, probablement en raison de l'encombrement stérique 

sur le côté cytoplasmique du récepteur. C’est pourquoi le développement de nouvelles approches 

est encore nécessaire afin d’élargir le répertoire des outils permettant la stabilisation des RCPG. 

 
 
 
 
 

Figure 26 : Représentation de la structure du récepteur β2-

adrénergique en fusion avec le lysosyme T4. 

Structure du récepteur β2-adrénergique (en bleu) fusionné à la 
protéine du lysosyme T4 (en orange) en remplacement de la 
boucle ICL 3 et en complexe avec l’antagoniste carazolol (en 
cyan) (PDB : 2RH1). 
 
 
 
 
 
 

!
Une seconde stratégie consiste à introduire des mutations ponctuelles dans le but 

d’améliorer la stabilité des récepteurs solubilisés dans le temps. Une première approche de 

mutagénèse systématique couplée à des études de thermostabilité a été développée. Par le 

remplacement un par un de chaque acide aminé de la séquence, de nombreux mutants sont générés, 

dont la stabilité thermique est analysée par des tests de fixations de ligands après une incubation à 

des températures croissantes. Certaines mutations ponctuelles améliorent la stabilité thermique des 

RCPG et la combinaison de plusieurs d’entre elles peut avoir un effet synergique augmentant 

d’avantage cette thermostabilité (Tate, 2012). Des mutants thermostables ont ainsi été développés 

pour le récepteur β1-adrénergique (Serrano-Vega et al., 2008 ; Miller & Tate, 2011), le récepteur de 

l’adénosine A2A (Magnani et al., 2008 ; Lebon et al., 2011a) et le récepteur de la neurotensine 

NTS1 (Shibata et al., 2009). Cette approche a permis la résolution de la structure du récepteur de 

l’adénosine A2A (Figure 27) et du β1-adrénergique liés à des antagonistes dans un premier temps 

(Warne et al., 2008 ; Dore et al., 2011 ; Moukhametzianov et al., 2011). Puis, la modification des 

conditions de sélection a permis d’identifier des mutants thermostables liés à des agonistes et d’en 

résoudre la structure (Warne et al., 2011 ; Lebon et al., 2011b ; White et al., 2012). Une approche 

alternative de mutagénèse aléatoire a été développée dans le cadre d’une stratégie basée sur 
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l’évolution de séquence. Dans ce cas, l’isolement des récepteurs thermostabilisés consiste à 

exprimer des RCPG sous forme fonctionnelle dans E. coli et utiliser l'hypothèse que les protéines 

fortement exprimées sont susceptibles d'être plus thermostables (Dodevski & Pluckthun, 2011), 

même si l’expression et la thermostabilité ne semblent être que faiblement corrélés. Différentes 

bactéries, qui contiennent des niveaux élevés de récepteurs fonctionnels, sont sélectionnées grâce à 

un tri cellulaire par fluorescence activée (FACS), après une exposition des récepteurs à des ligands 

fluorescents. Grace à cette procédure de sélection sur une banque de mutants aléatoires, trois RCPG 

ont été thermostabilisés (Sarkar et al., 2008). Cependant, une des conséquences de la 

thermostabilisation, qui ressort de l’analyse pharmacologique des mutants, est que les récepteurs 

sont verrouillés dans une seule conformation. 

 
 
 
 
 

Figure 27 : Représentation de la structure du récepteur de 

l’adénosine A2A thermostabilisé 

Structure du récepteur de l’adénosine A2A (en bleu) 
thermostabilisé par huit mutations (en jaune) et en complexe 
avec l’agoniste inverse ZM241385 (en cyan) (PDB : 3PWH). 
 
 
 
 
 
 

 
En outre, il faut noter que, pour la plupart des RCPG cristallisés, les extrémités amino- et/ou 

carboxy- terminales ont été tronquées afin de réduire la flexibilité des protéines. De plus, quand cela 

n’a pas d’impact sur la fonctionnalité des récepteurs, les sites de glycosylation et/ou palmitoylation 

sont souvent mutés pour empêcher les modifications post-traductionnelles, sources d’hétérogénéité.

Ces délétions et mutations sont bien souvent combinées aux stratégies de fusion de protéine 

(Cherezov et al., 2007 ; Hanson et al., 2008) ou de thermostabilisation (Warne et al., 2009 ; Dore et 

al., 2011), afin d’améliorer au maximum la stabilité des récepteurs. Récemment, la première 

structure d’un RCPG de la classe B, le CRF1 (corticotropin-releasing factor receptor type 1), a été 

résolue, en utilisant la combinaison de plusieurs stratégies de stabilisation. En effet, les extrémités 

amino- et carboxy- terminales ont été délétées, douze mutations thermostabilisantes ont été 

introduites et le lysosyme LT4 a été fusionné dans la deuxième boucle intracellulaire (ICL2) 

(Hollenstein et al., 2013). 
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3.3.2. L’ajout d’agents stabilisants  

L’ajout de certains composés ou partenaires protéiques peut avoir un effet sur la stabilité des 

RCPG. Ceci peut être réalisé dès l’expression, lors de la solubilisation ou encore une fois le 

récepteur purifié. Des études de thermostabilité ont mis en évidence que différents paramètres 

peuvent influer sur la stabilité des RCPG, tels que le pH, les lipides, les ligands (Liu et al., 2010).   

En effet, les ligands permettent non seulement, d’améliorer la fonctionnalité des RCPG 

produits lorsqu’ils sont ajoutés dans les milieux de culture dès l’expression (Andre et al., 2006 ; 

Hassaine et al., 2006), mais aussi d’augmenter la stabilité des récepteurs en détergent 

(Grisshammer, 2009). On peut remarquer que dans la grande majorité des protocoles décrits, des 

ligands sont ajoutés lors de la solubilisation et de la purification des RCPG afin de les stabiliser. Il 

faut noter que les ligands avec des efficacités différentes stabilisent différentes conformations de 

récepteur (Baneres et al., 2005) et que les complexes avec des agonistes sont souvent moins stables 

que ceux avec des antagonistes ou agonistes inverses (Gether et al., 1997). 

Par ailleurs, il est possible d’ajouter des lipides au détergent dans le but de rétablir les 

contacts protéine-lipide nécessaire au repliement correcte des récepteurs. Il se forme alors des 

micelles mixtes détergents-lipides, qui semblent avoir une structure discoïdale (Figure 28) 

composée d’une sorte de bicouche au centre stabilisée par une ceinture de détergent (Thompson et 

al., 2011). Ainsi, il a été montré que l’addition de cholestérol ou de dérivé comme le cholestéryl 

hémisuccinate (CHS) augmente de façon notable la stabilité des RCPG purifiés (Gimpl & 

Fahrenholz, 2002 ; Weiss & Grisshammer, 2002 ; Hanson et al., 2008). D’autres lipides peuvent 

également avoir un effet bénéfique pour le repliement, la fonctionnalité et la stabilité des RCPG, tel 

que l’asolectine, qui est un mélange complexe de différents lipides (Damian et al., 2006), ou des 

lipides purifiés comme le DMPC (Baneres et al., 2005).  

!
Figure 28 : Représentation schématique d’une micelle de DDM et d’une micelle mixte DDM/CHS 

La modelisation d’une micelle de détergent DDM seul (A) et d’une micelle mixte de détergent DDM et de lipide CHS 
(B) montre la modification de la morphologie de la micelle lors de l’ajout de lipide (Thompson et al., 2011). 
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L’interaction avec une protéine partenaire peut également avoir un effet stabilisant sur les 

RCPG, notamment si elle implique des régions flexibles. Par exemple, l’utilisation d’anticorps est 

une méthode traditionnelle pour traiter les problèmes de flexibilité et d’instabilité des protéines. 

Dans le cas des RCPG, des anticorps dirigés contre la partie cytoplasmique du récepteur, en 

particulier la boucle intracellulaire 3 (ICL3), permet de stabiliser cette région non structurée et 

flexible. Par exemple, le fragment d’anticorps Fab5, qui reconnaît la jonction entre l’ICL3 et 

l’hélice 5 et l’hélice 6 limitant ainsi le mouvement de ces deux hélices, a permis de stabiliser et de 

résoudre la première structure du récepteur β2-adrénergique dans une conformation inactive 

(Rasmussen et al., 2007). Le récepteur de l’adénosine A2A a également été cristallisé, en complexe 

avec un fragment d’anticorps, le Fab2838, le stabilisant dans une conformation inactive (Hino et al., 

2012). Une autre structure du récepteur β2-adrénergique a été résolue en complexe cette fois avec le 

Nanobody Nb80 (Figure 29). Un Nanobody est un fragment d’anticorps de taille minimale 

correspondant au domaine de liaison d’antigène dérivé des anticorps de camélidés. Le Nb80 

reconnaît également les extrémités intracellulaires des hélices 5 et 6, mais en plus sa boucle CDR3 

est insérée dans une poche hydrophobe du récepteur, notamment entre les hélices 3 et 6. Ainsi le 

Nb80 mime la fixation de la protéine G et stabilise le récepteur dans une conformation active 

(Rasmussen et al., 2011a). Cette méthode de stabilisation par des anticorps apparaît efficace, 

cependant elle n’est pas facile à appliquer car elle nécessite un gros travail de production et 

purification de RCPG et d’anticorps en amont. 

 
 
 
 
 
 

Figure 29 : Représentation de la structure du récepteur β2-

adrénergique en complexe avec le Nb80 

Structure du récepteur β2-adrénergique fusioné à un fragment 
de LT4 (en bleu) lié à l’agoniste BI-167107 (en cyan) et en 
complexe avec le Nanobody Nb80 (en vert) (PDB : 3P0G). 
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Les partenaires protéiques qui interagissent naturellement avec les RCPG peuvent également 

aider à leur stabilisation. Par exemple, la structure du récepteur β2-adrénergique lié à la protéine G 

sous sa forme hétérotrimérique a ainsi été résolue dans une conformation active (Figure 30). Il faut 

noter que cette structure a été obtenue en combinant différentes stratégies de stabilisation. La 

protéine du lysozyme T4 (LT4) a été fusionnée à l’extrémité N-terminale du récepteur, lui-même lié 

à un agoniste, et le Nanobody Nb35 a permis de réduire la flexibilité de la sous-unité α de la 

protéine G (Rasmussen et al., 2011b). Le grand nombre de protéines d’interaction naturelles des 

RCPG offre un large panel d’outils de stabilisation potentiels. 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 30 : Représentation de la structure du récepteur β2-

adrénergique en complexe avec la prtéine G héterotrimérique 

Structure du récepteur β2-adrénergique (en bleu) fusionné à la 
protéine du lysosyme LT4 à l’extrémité N-terminale (en orange) 
lié à l’agoniste BI-167107 (en cyan) et en complexe avec la 
protéine G héterotrimérique (α en rose, β en rouge, γ en jaune). 
La sous-unité α de la protéine G est stabilisée par le Nanobody 
Nb35 (en vert) (PDB : 3S6N). 
 
 
 
 
 
 

 

3.3.3. Le changement de l’environnement hydrophobe 

Une autre approche consiste à modifier l’environnement de la protéine. Il s’agit dans ce cas 

d’utiliser des surfactants originaux ou des systèmes de reconstitution lipidiques qui permettent de 

maintenir la structure native du récepteur mieux que ne le font les détergents classiques (Popot, 

2010). 

Une première catégorie regroupe les surfactants originaux basés sur les détergents. Ce sont 

des détergents modifiés ou des molécules similaires par leur taille et leur propriété physicochimique 

en solution, mais qui semblent plus à même de préserver le repliement tridimensionnel des RCPG. 

Par exemple, les MNG (maltose-néopentylglycol) sont des détergents modifiés avec notamment un 

carbone quaternaire central qui réduit la flexibilité de ces molécules. Ils permettent d’extraire les 

protéines de la membrane et de mieux les stabiliser en solution mieux que les détergents classiques 
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(Chae et al., 2010). Les MNG ont ainsi été utilisés pour stabiliser et cristalliser le récepteur β2-

adrénergique (Rosenbaum et al., 2011 ; Rasmussen et al., 2011a ; Rasmussen et al., 2011b) et le µ-

opioïde (Manglik et al., 2012). Des détergents à chaine ramifiée ont également été développés. Ils 

contiennent une courte chaine alkyle ramifiée à l’interface entre la tête polaire et la queue 

hydrophobe. Ils imitent ainsi une molécule de lipide avec une deuxième chaine aliphatique, ce qui 

réduit la pénétration de l’eau et augmente le caractère hydrophobe à l'intérieur de la micelle. Ces 

détergents à chaine ramifiée pourraient s’avérer plus efficaces pour la solubilisation, la stabilisation 

et la cristallisation des protéines membranaires (Hong et al., 2010). Les détergents fluorés et 

hémifluorés ont la particularité d’avoir des atomes de fluor dans leur chaîne hydrocarbonée. Les 

alcanes et alcanes perfluorés étant peu miscibles, ces composés ne piègent pas les lipides et 

cofacteurs, diminuant ainsi la dénaturation des protéines (Barthelemy et al., 1999 ; Breyton et al., 

2010). Ces molécules ont montré un effet stabilisant sur plusieurs protéines membranaires 

intégrales (Chabaud et al., 1998), mais elles ont encore été peu utilisées pour les RCPG. 

Une autre catégorie de surfactants originaux est celle des amphipols. Ces polymères 

amphiphiles sont constitués d’une chaine hydrophile greffée avec de nombreuses chaines alkyles 

hydrophobes leurs permettant de s’associer à la surface transmembranaire des protéines par de 

multiples points de contact (Popot et al., 2011). Les amphipols n’ont pas la capacité d’extraire les 

protéines membranaires des bicouches lipidiques mais peuvent être substitués aux détergents une 

fois les protéines solubilisées et les maintenir en solution en s’adsorbant sur leurs parties 

hydrophobes (Figure 31). Ils forment ainsi un complexe stable fournissant aux protéines un 

environnement plus doux et moins dénaturant que celui fourni par les détergents. Les raisons pour 

lesquelles les amphipols stabilisent les protéines membranaires sont multiples mais comprennent 

très certainement leur efficacité limitée à perturber les interactions protéine-protéine et protéines-

lipides, dans l'hypothèse où le caractère dissociant des détergents est l'une des principales raisons de 

la dénaturation progressive (Breyton et al., 2010). Plusieurs études ont en effet montré que les 

protéines membranaires étaient plus stables en amphipols qu’en détergents (Tribet et al., 1996 ; 

Gohon et al., 2008). Ces dernières années plusieurs types de polymères ont été développées en 

faisant varier leurs propriétés physicochimiques. Le prototype appelé A8-35 est de loin le plus 

étudié et le plus largement utilisé. La présence de groupes carboxylates le rend très soluble dans 

l’eau mais insoluble dans les solutions acides (Gohon et al., 2004 ; Gohon et al., 2006). Cette 

limitation a suscité le développement de structures chimiques alternatifs tels que les amphipols 

sulfonés (Picard et al., 2006) et les amphipols non ioniques à base de glucose (Sharma et al., 2008 ; 

Bazzacco et al., 2009 ; Bazzacco et al., 2012), qui sont tous deux insensible au pH. En plus de 

mieux stabiliser les protéines, les amphipols présentent l’avantage de former des complexes 
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protéine/amphipol très stables. Ainsi, la protéine stabilisée en amphipols se comporte pratiquement 

comme une protéine soluble, ce qui permet de travailler absence de tout surfactant dans les tampons 

et facilite les études fonctionnelles et structurales (Popot et al., 2003 ; Zoonens et al., 2005 ; 

Charvolin et al., 2009). De plus, les amphipols ont également été utilisés avec succès pour la 

renaturation in vitro des RCPG, après expression en corps d’inclusion bactériens et purification en 

conditions dénaturantes (Pocanschi et al., 2006 ; Dahmane et al., 2009 ; Baneres et al., 2011). 

!
Figure 31 : Représentation schématique de l’échange des détergents par des amphipols. 

(1) Les amphipols (en orange) sont ajoutés à l’échantillon contenant les RCPG (en bleu) solubilisés en détergent (en 
bordeau). Il se forme alors des complexes RCPG-détergents-amphipols et des complexes détergents-amphipols. (2) Des 
billes de polystyrène (en violet) sont ensuites ajoutées afin d’éliminer les détergents. Les RCPG sont maintenus en 
solution par les amphipols adsorbés sur les parties hydrophobes tandis que les détergents sont piégés par les billes de 
polystyrène. (3) Les billes de polystyrène chargées en détergents sont finalement éliminées par centrifugation. On 
obtient ainsi un échantillon de RCPG maintenus en solution par les amphipols en absence de détergent. 

 

Une autre possibilité, pour stabiliser les récepteurs sous forme fonctionnelle, consiste recréer 

un environnement qui mime au plus près la membrane, en utilisant des systèmes de reconstitution 

lipidiques, tels que les liposomes ou les nanodisques. Les liposomes sont des vésicules artificielles 

formées par des bicouches lipidiques. Ils peuvent être composés d’une grande variété de lipide et 

avoir différentes tailles en fonction du processus de fabrication. Différentes méthodes peuvent être 

utilisées pour la reconstitution des protéines membranaires dans des liposomes. Les protéines 

peuvent par exemple être directement synthétisées in vitro en présence de liposomes préformés. La 

méthode la plus utilisée consiste à solubiliser les lipides en détergents, auxquels les protéines 

purifiées en détergent sont ajoutées, puis provoquer la formation spontanée des protéoliposomes par 

l’élimination du détergent (Figure 32) (Rigaud & Levy, 2003). La reconstitution de RCPG dans des 

lipososmes a déjà été réalisée avec succès pour le récepteur de l’histamine H1 (Ratnala et al., 2004) 

et aux canabinoïdes CB2 (Yeliseev et al., 2005 ; Yeliseev et al., 2007). Les protéoliposomes ont de 

multiples applications. Par exemple, le récepteur β2-adrénergique reconstitué dans des vésicules 
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phospholipidiques a été utilisé pour immuniser des souris et produire un anticorps monoclonal 

spécifique de ce récepteur, le Mab5 (Day et al., 2007).   

!
Figure 32 : Schéma représentant une méthode de reconstitution de RCPG en liposome. 

(1) Des lipides (en vert) solubilisés en détergents (en bordeau) sont ajoutés à l’échantillon contenant les RCPG (en bleu) 
solubilisés en détergents (en bordeau). (2) Les détergents sont ensuite éliminés (par des billes de polystyrène, dialyse ou 
chromatographie d’exclusion…) permettant ainsi la formation spontannée de liposomes avec des RCPG intégrés dans la 
bicouche lipidique appelés protéoliposomes. 

 

Les nanodisques sont de petits disques de bicouche lipidique dont la structure est stabilisée 

par des lipoprotéines hélicoïdales appelées MSP (membrane scaffolding protein). Des lipides 

solubilisés à l’aide de détergent mis en présence de MSP vont former spontanément des 

nanodisques  par élimination des détergents (Bayburt & Sligar, 2010). Les nanodisques peuvent être 

utilisés pour la reconstitution de protéines membranaires dans un environnement lipidique. En effet, 

les protéines purifiées en détergent mises en présence des MSP et des lipides vont être incorporées 

simultanément lors de l’assemblage des nanodisques (Figure 33). Les nanodisques constituent alors 

un environnement phospholipidique proche de la membrane qui favorise le maintien de la 

fonctionnalité de la protéine insérée. Cette approche a été employée avec succès pour plusieurs 

RCPG, comme le β2-adrénergique (Leitz et al., 2006 ; Whorton et al., 2007 ; Yao et al., 2009) ou le 

µ-opioïde (Kuszak et al., 2009). La composition en lipide peut être défini et adaptée à la protéine 

que l’on souhaite reconstituer. De plus, il existe des MSP de tailles variables qui permettent la 

formation de disques de différents diamètres. Ceci permet d’adapter la taille du nanodisque à celle 

de la protéine et de contrôler l’état oligomérique lors de l’incorporation de celle-ci (Bayburt et al., 

2007). Les nanodisques sont stables et se comportent comme des particules solubles ce qui permet 

de travailler en absence de détergent ou lipide dans les tampons et facilite les études in vitro (Gluck 

et al., 2011). Ce système offre des possibilités extrêmement intéressantes pour l’étude des 

mécanismes moléculaires de l’activation des RCPG. De récents travaux réalisés sur le récepteur de 
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la ghréline reconstitué en nanodisque illustrent parfaitement les possibilités de cette approche 

(Damian et al., 2012 ; Mary et al., 2012 ; Mary et al., 2013). 

!
Figure 33 : Représentation schématique de la reconstitution d’un RCPG en nanodiques. 

Dans cet exemple, le récepteur β2-adrénergique (β2-AR, en vert) est mis en présence de MSP (Membrane Scafolding 
Protein, en violet) et de lipides POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine, en rouge). L’élimination des 
détergents solubilisant les différents constituant de l’échantillon va initier l’assemblage spontanné des nanodisques et 
l’intégration simultannée du RCPG (Leitz et al., 2006). 

 

Même s’il n’existe pas de méthode générale pour la production, la purification et la 

stabilisation de RCPG, le développement de ces nouveaux outils a permis de grandes avancées dans 

le domaine ces dernières années et ouvre des perspectives prometteuses pour l’étude structurale et 

l’analyse dynamique de ces protéines membranaires. Le choix d’une stratégie optimisée vis-à-vis 

d’un RCPG reste un défi qui doit tenir compte des particularités de chaque récepteur et des études 

que l’on souhaite réaliser. 

 

4. Les RCPG étudiés dans ce projet 

Cette étude a été menée en parallèle sur un récepteur d’intérêt, le récepteur de la mélatonine 

MT1, qui est très étudié par la société Servier et présente un intérêt thérapeutique important, et sur 

un RCPG de référence pour le développement et la validation de techniques biophysiques, le 

récepteur de l’adénosine A2A, pour lequel des études in vitro ont été décrites dans la littérature.  
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4.1. Le récepteur de la mélatonine MT1  

4.1.1. La mélatonine 

La mélatonine, ou N-acetyl-5-methoxytrypamine, est composée d’une fonction amine 

branchée sur un cycle indole (Figure 34), dont les deux groupes fonctionnels sont déterminant pour 

la spécificité de reconnaissance, mais aussi pour ses propriétés amphiphiles, lui permettant à la fois 

de circuler dans le sang et de traverser les membranes, et pour son oxydation chimique  (Hardeland 

et al., 2006). La mélatonine est une neurohormone synthétisée au cours de la nuit principalement 

par la glande pinéale (Arendt, 1998). Sa production est contrôlée par la photopériode (la succession 

des jours et des nuits) grâce au noyau suprachiasmatique (NSC) de l'hypothalamus. La lumière de 

l’environnement est captée par la rétine, qui transmet l’information au noyau suprachiasmatique qui 

la relaie jusqu’à la glande pinéale par une voie multi-synaptique (Reppert & Weaver, 2002). La 

mélatonine n’est pas stockée dans la glande pinéale, elle est directement sécrétée dans le sang pour 

être distribuée dans tout l’organisme (Pevet, 1998). Plusieurs études ont montré que la mélatonine 

était également produite dans d’autres organes comme le cerveau, la rétine, le tractus gastro-

intestinal, la moelle osseuse, les lymphocytes, ou encore la peau (Bubenik, 2002 ; Pandi-Perumal et 

al., 2008 ; Slominski et al., 2008). Dans ces organes la mélatonine n'est pas sécrétée dans la 

circulation générale, elle agit localement en mode autocrine ou paracrine (Tan et al., 2003 ; 

Slominski et al., 2008). 

 

Figure 34 : Représentation de la structure de la mélatonine. 

La mélatonine, ou N-acetyl-5-methoxytrypamine, est une molécule 
composée d’une fonction amine branchée sur un cycle indole 
(Hardeland et al., 2006). 
 
 

 

La synthèse de la mélatonine est réalisée en quatre étapes à partir du tryptophane, un acide-

aminé essentiel (Figure 35). Tout d’abord, le tryptophane est hydroxylé en 5-hydroxytryptophane 

par la tryptophane-5-hydroxylase (TPH). Puis, il est décarboxylé en 5-hydroxytryptamine (5HT, 

sérotonine) par une enzyme aromatique-L-amino acide décarboxylase (AAAD). Puis la sérotonine 

est acétylée en N-acétylsérotonine par l’enzyme arylalkylamine N-acétyl-transférase (AANAT). 

Finalement, elle est méthylée par l’hydroxyindole-O-méthyltransférase (HIOMT) pour donner la 

mélatonine. L’acétylation de la sérotonine par l’AANAT est l’étape limitante dans la voie de 

biosynthèse de la mélatonine, qui contrôle le taux de mélatonine produite (Huang et al., 2013). Pour 

la dégradation de la mélatonine, il existe trois voies principales. La voie hépatique classique, où la 

mélatonine est hydroxylée en 6-hydroxy-mélatonine par les cytochromes P450 mono-oxygénases 

hépatiques, qui est ensuite conjuguée à un sulfate ou un acide glucuronique pour être finalement 
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éliminé dans les urines. La voie kyrunique se produit essentiellement dans le cerveau, où le cycle 

pyrrole de la mélatonine est clivé par de multiples réactions enzymatiques, produisant deux 

kynuréramines, la N-acétyl-N-formyl-5-méthoxykynuramine (AFMK), transformée ensuite en  N-

acétyl-5-méthoxykynuramine (AMK) (Pandi-Perumal et al., 2006a). La voie indolique est réalisée 

dans les tissus d’origine neuronale, comme la rétine et la glande pinéale, où la mélatonine est 

désacétylée en 5-méthoxy-tryptamine, puis désaminée en 5-méthoxyindole acétaldehyde et 

finalement soit oxydée en acide 5-méthoxyindoleacétique, soit une réduite en 5-méthoxytryptophol 

(Huang et al., 2013). 

!

 

 

 

 

Figure 35 : Schéma de la voie de biosynthèse de la 

mélatonine. 

La mélatonine est synthétisée à partir du tryptophane 
dans un processus en quatre étapes impliquant quatre 
enzymes différentes. TPH: tryptophane-5-
hydroxylase, AAAD: aromatique-L-amino acide 
décarboxylase, AANAT: arylalkylamine N-acétyl-
transférase, HIOMT: l’hydroxyindole-O-
méthyltransférase (adapté de (Slominski et al., 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
L’effet le plus connu de la mélatonine concerne la régulation des rythmes biologiques aussi 

bien à l’échelle de la saison qu’à l’échelle de la journée avec le rythme circadien (Hardeland et al., 

2006). Néanmoins, elle possède également des rôles antimitotiques et antioxydants. La mélatonine 

peut piéger des espèces réactives de l'oxygène et de l'azote (Gomez-Moreno et al., 2010) et activer 

les enzymes cytoprotectrices (Rodriguez et al., 2004) atténuant ou neutralisant ainsi le stress 

oxydatif et régulant le métabolisme cellulaire (Slominski et al., 2005 ; Tan et al., 2007 ; Slominski 

et al., 2008 ; Korkmaz et al., 2009). De plus, la mélatonine est également impliquée par son 

interaction avec des récepteurs dans les fonctions cérébrales, immunitaires, gastro-intestinales, 

cardiovasculaires, rénales, osseuses et endocriniennes (Pandi-Perumal et al., 2008 ; Slominski et al., 

2008 ; Leja-Szpak et al., 2010 ; Celinski et al., 2011). 
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4.1.2. Les récepteurs de la mélatonine 

Deux RCPG liant la mélatonine ont été identifiés et caractérisés, noté MT1 et MT2 

(Dubocovich et al., 2010). Un troisième site de fixation de la mélatonine a été identifié, nommé 

MT3, qui s’est avéré ne pas être un RCPG mais une enzyme cytosolique : la quinone réductase 2 

(Nosjean et al., 2000 ; Vincent et al., 2010). De plus, il existe également des récepteurs nucléaires 

de la mélatonine (Acuna-Castroviejo et al., 1994). Par ailleurs, un RCPG orphelin, appelé GPR50 

ou MRR (pour Melatonin Related Receptor), possède 45% d'homologie avec les récepteurs de la 

mélatonine (Dufourny et al., 2008). Cependant, malgré cette homologie, la mélatonine ne se lie pas 

à GPR50 et l'identité de son véritable ligand n'est pas connue (Reppert et al., 1996). Toutefois, il est 

intéressant de noter que GPR50 peut s'hétérodimériser avec le récepteur MT1 et inhiber son activité 

(Levoye et al., 2006 ; Levoye et al., 2006a). 

Les RCPG MT1 et MT2 possèdent environ 60% d’homologie de séquence (Reppert et al., 

1996). Tous deux présentent une haute affinité pour la mélatonine (Kd = 10 à 200 pM), mais sont 

discernables par l'utilisation d'agonistes et d'antagonistes sélectifs (Sugden et al., 1999 ; Nonno et 

al., 2000 ; Audinot et al., 2003). 

Les récepteurs MT1 et MT2 sont exprimés individuellement ou ensemble dans divers tissus 

de l’organisme, aussi bien au niveau central que périphérique. Ils ont tous deux été retrouvés dans le 

cerveau (cervelet, hippocampe, hypothalamus, hypophyse, NSC), la rétine, le système 

cardiovasculaire (vaisseaux sanguins périphériques, aorte et cœur), le système immunitaire, les 

organes génitaux (testicules, ovaires), les glandes mammaires, les reins et la peau. MT1 a également 

été localisé dans le foie, la vésicule biliaire, le cortex surrénalien, le pancréas et la rate. MT2 lui a 

été détecté dans les tissus adipeux, les poumons, le tube digestif et le duodénum (Dubocovich & 

Markowska, 2005 ; Pandi-Perumal et al., 2008 ; Slominski et al., 2012). 

Les récepteurs MT1 et MT2 sont tous deux majoritairement couplés aux protéines Gi qui 

inhibent l’adénylate cyclase et la formation d’AMPc. Dans une moindre mesure, ils sont également 

couplés à la protéine Gq/11 qui active la phospholipase C. Globalement, les voies de signalisation 

dépendante de la protéine G activées par les récepteurs MT1 et MT2 sont très similaires (Jockers et 

al., 2008). Des différences spécifiques des sous-types n'ont été signalées que dans certains cas. Par 

exemple, dans les cellules HEK293 le récepteur MT2 inhibe la formation de GMPc par la voie de la 

guanylate cyclase, mais pas MT1 (Petit et al., 1999 ; Brydon et al., 1999a ; Brydon et al., 1999b). 

De même, l'activation de la protéine kinase C dans le NSC ne se produit que par les récepteurs MT2 

et pas MT1, en dépit de l'expression des deux sous-types de récepteurs (Hunt et al., 2001). 
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Par ailleurs, il a été mis en évidence par des études de BRET que MT1 et MT2 peuvent tous 

deux former des homodimères et hétérodimères (Ayoub et al., 2002). En outre, il a été démontré 

que les homodimères MT1 se produisent à peu près au même rythme que les hétérodimères MT1-

MT2, tandis que les homodimères MT2 sont environ 3 à 4 fois moins abondants que les 

hétérodimères (Ayoub et al., 2004). Cependant, on ignore encore si des propriétés 

pharmacologiques ou des effets physiologiques de la mélatonine sont dépendants de la formation de 

ces différentes espèces dimériques (Slominski et al., 2012). 

4.1.3. Effets et rôles 

Un des effets les plus connus de l’activation des récepteurs MT1 et MT2 par la mélatonine 

concerne la régulation des rythmes biologiques aussi bien à l’échelle de la saison qu’à l’échelle de 

la journée, avec des implications dans les troubles du sommeil ainsi que la dépression. Néanmoins, 

ils ont également des fonctions au niveau cognitif, oculaire et dans les systèmes cardiovasculaires, 

immunitaires ou encore endocriniens. 

La mélatonine, dont la production est contrôlée par la photopériode, permet de synchroniser 

le rythme circadien et joue un rôle important dans la régulation du sommeil (Arendt & Skene, 2005). 

L'administration de mélatonine exogène permet de traiter des symptômes liés à un bouleversement 

du rythme circadien, comme par exemple, le décalage horaire (Herxheimer, 2005), le travail de nuit 

(Arendt & Skene, 2005), le syndrome de retard à l’endormissement (Dahlitz et al., 1991 ; Nagtegaal 

et al., 2000), ou encore les troubles du sommeil liés à une perturbation du rythme circadien chez les 

aveugles (Sack et al., 2000) et les personnes âgées (Zisapel, 2007). Le développement d’agonistes 

non sélectifs des récepteurs MT1 et MT2, tels que le Rameltéon (RozeremTM) (Roth et al., 2005 ; 

Pandi-Perumal et al., 2007) ou l'Agomélatine (ValdoxanTM) (Dubocovich, 2006 ; Pandi-Perumal et 

al., 2006b), en plus d'une préparation de mélatonine à libération prolongée (CircadinTM) (Garfinkel 

et al., 1995 ; Leger et al., 2004 ; Lemoine et al., 2007 ; Wade et al., 2007), a démontré que les 

récepteurs de la mélatonine joue un rôle important dans la régulation du sommeil. Des essais, sur 

des patients souffrant d'insomnie ou des personnes âgées, ont montré une amélioration considérable 

de la latence d'endormissement et de la qualité du sommeil par un traitement avec le Rameltéon 

(Roth et al., 2005 ; Roth et al., 2006), tout comme  avec le Circadin (Garfinkel et al., 1995 ; 

Lemoine et al., 2007 ; Wade et al., 2007). L'Agomélatine, qui est un agoniste des récepteurs MT1 et 

MT2, mais aussi un antagoniste des récepteurs à sérotonine 5-HT2C (Loo et al., 2002 ; Millan, 

2005 ; Delagrange & Boutin, 2006), possèdent également des effets sur la phase circadienne 

(Leproult et al., 2005) et le sommeil, qui ont été décrits chez l'homme (Zupancic & Guilleminault, 

2006).  
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De nombreuses études ont suggéré un lien entre la dépression et les anomalies du système 

circadien. En effet, près de 80% des patients déprimés présentent des troubles profonds du sommeil 

(Wehr & Goodwin, 1979 ; Armitage & Hoffmann, 2001). Cela semble se produire dans différents 

types de dépression, mais c’est particulièrement évident dans la dépression saisonnière (Wehr & 

Goodwin, 1979). La mélatonine semble impliquée dans les troubles de l'humeur, et notamment dans 

les troubles affectifs saisonniers (Srinivasan et al., 2006a). Des études sur des souris ont indiqué 

que le manque de signalisation par MT1 contribue aux troubles du comportement et augmente la 

dépression (Weil et al., 2006). Même si un lien entre la mélatonine et la dépression n'a pas été 

clairement démontré, l'administration de mélatonine a considérablement amélioré la qualité du 

sommeil (Leppamaki et al., 2003) et l’humeur dépressive (Lewy et al., 1998) chez les personnes 

présentant un trouble affectif saisonnier. De plus, il est intéressant de noter que l’Agomélatine, 

agoniste des récepteurs MT1 et MT2 et antagoniste des récepteurs 5-HT2C, possède des propriétés 

anxiolytiques (Millan, 2005) et antidépressives (Dubocovich, 2006 ; Pandi-Perumal et al., 2006b). 

Par ailleurs, la mélatonine semble être impliquée dans certains aspects de la mémoire. Des 

études suggèrent l’implication de l'horloge circadienne et de la mélatonine dans le traitement de la 

mémoire pendant la nuit chez l’homme (Gorfine & Zisapel, 2007). De plus, des études ont montré 

que chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, la densité des récepteurs MT2 était 

diminuée, tandis que celle des récepteurs MT1 était augmentée, probablement en réponse à 

l'altération de la sécrétion de mélatonine (Savaskan et al., 2002 ; Savaskan et al., 2005). Ceci 

suggère que le récepteur MT2 pourrait être impliqué dans cette pathologie dont la caractéristique 

dominante est la déficience cognitive (Srinivasan et al., 2006b). 

L'expression généralisée des récepteurs de la mélatonine dans les tissus oculaires suggèrent 

que la mélatonine joue un rôle dans la régulation différentielle de la taille des yeux et de la 

réfraction (Rada & Wiechmann, 2006). Dans la rétine, la mélatonine régule l'activité des 

photorécepteurs. Durant la phase obscure, un fort taux de mélatonine intra-rétinien induit un 

allongement des cônes et une contraction des bâtonnets, ce qui permet l'adaptation de la rétine à la 

diminution de l'intensité lumineuse (Vanecek, 1998 ; Tosini, 2000). Les récepteurs de la mélatonine 

dans l'oeil jouent également un rôle important dans la régulation de la sécrétion d'humeur aqueuse 

et de la pression intraoculaire (Osborne & Chidlow, 1994). 

Dans le système cardiovasculaire, la mélatonine s’est avérée avoir un effet un vasodilatateur 

dans l'artère mésentérique et l'aorte (Girouard et al., 2001), tandis que dans l'artère caudale, elle a 

un effet vasoconstricteur (Krause et al., 1995 ; Ting et al., 1997). Des études plus approfondies sur 

le rôle respectif de MT1 et MT2 dans l'activité vasculaire ont montré que MT1 est un médiateur de 
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la vasoconstriction, tandis que MT2 favorise la vasodilatation (Masana et al., 2002). De plus, 

d’autres études ont mis en évidence que la mélatonine pouvait réduire la pression artérielle 

systolique chez les humains et avait donc une utilisation pharmacologique potentielle en tant 

qu’hypertenseur (Paulis et al., 2010). 

La mélatonine est également immunomodulateur chez les animaux et chez l'homme 

(Maestroni, 2001 ; Srinivasan et al., 2005), dont le rôle est lié en partie à son action sur les 

récepteurs spécifiques de la mélatonine situés dans les cellules immunocompétentes (Maestroni et 

al., 2002). Cependant des études ont montré, d’une part, que la stimulation de la production 

d’interleukines IL-2 et IL-6 par la mélatonine semblait plutôt passer via des récepteurs nucléaires 

(Garcia-Maurino et al., 2000) et d’autre part, que l'amélioration de la fonction immunitaire 

cellulaire et humorale induite par la mélatonine semblait être médiée plutôt par les récepteurs MT2 

(Drazen et al., 2001 ; Drazen & Nelson, 2001). 

La mélatonine semble aussi jouer un rôle clé dans la régulation du système endocrinien. Ces 

rôles incluent la régulation de la libération de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), la 

stimulation de la sécrétion d'ocytocine, la promotion de la synthèse de la progestérone, la régulation 

de la production de cortisol, et la promotion de la production d'androgènes (Schaeffer & Sirotkin, 

1995 ; Balik et al., 2004 ; Tamura et al., 2008 ; Tamura et al., 2009). Par exemple, il a été montré 

que la mélatonine réduit la libération de la GnRH et que l’inhibition des récepteurs de la mélatonine 

par l’antagoniste luzindole, atténue cet effet (Roy et al., 2001). Dans une autre étude, il a été mis en 

évidence que le récepteur MT1 inhibe directement la production de cortisol par les glandes 

surrénale (Torres-Farfan et al., 2003). 

4.2. Le récepteur de l’adénosine A2A :  

4.2.1. L’adénosine  

L’adénosine est un nucléoside formé d’une base azotée adénine et d’un ribose liés par une 

liaison N-glucosidique (Figure 36). Elle peut être associée à des groupements phosphate, on parle 

alors d’adénosine monophosphate (AMP), d’adénosine diphosphate (ADP), ou d’adénosine 

triphosphate (ATP). L’adénosine participe à la formation des acides nucléiques (ADN et ARN). 

Elle joue également des rôles majeurs dans le métabolisme, tel que le transfert d’énergie, 

notamment par l’ATP qui est une molécule énergétique dont l’hydrolyse de la liaison 

phosphodiester libère de l’énergie, ou la transduction de signaux intracellulaires via l’AMP cyclique 

(AMPc) qui est un second messager. 
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Figure 36 : Représentation de la structure de l’adénosine. 

L’adénosine est un nucléoside formé d’une base azotée adénine et d’un ribose liés 
par une liaison N-glucosidique. 
 
 
 
 

 
L’adénosine n'est pas un neurotransmetteur classique car elle n'est pas majoritairement 

produite et libérée par des vésicules en réponse à une décharge neuronale. La plupart des tissus et 

des cellules de l'organisme libèrent de l'adénosine dans le milieu extracellulaire. L’adénosine 

intracellulaire peut provenir de l’hydrolyse de la S-adénosylhomocystéine (SAH) ou des nucléotides 

ATP, ADP, AMP. Cependant, l’adénosine produite à l’intérieur de la cellule ne diffuse pas 

librement à travers la membrane, elle est transportée à l’extérieur par des transporteurs 

nucléosidiques ENT (Equilibrative Nucleoside Transporter) (King et al., 2006). L’adénosine peut 

aussi être produite directement dans le milieu extracellulaire par l’hydrolyse de nucléotides 

extracellulaires ATP, ADP, AMP. La formation d’adénosine à partir des nucléotides est réalisée par 

une réaction enzymatique en deux étapes. Tout d’abord, l’ATP et l’ADP sont convertis en AMP par 

des enzymes ectonucléoside triphosphate diphosphohydrolases  (NTPDase), puis l’ecto-5'-

nucléotidase (NT5E, aussi connue sous le nom de CD73) hydrolyse l'AMP en adénosine 

(Zimmermann, 2000). L’adénosine extracellulaire est également soumise à la dégradation 

métabolique en inosine par l’adénosine désaminase et à la re-phosphorylation en AMP par 

l’adénosine kinase (Figure 37) (Jacobson, 2009).  

!
Figure 37 : Schéma des voies de synthèse et de dégradation de l’adénosine extracellulaire.

L’adénosine peut être produite directement dans le milieu extracellulaire par l’hydrolyse des nucléotides 
extracellulaires. L’ATP et l’ADP sont convertis en AMP par des NTPDase (ectonucléoside triphosphate 
diphosphohydrolases) puis l’AMP est hydrolysé en adénosine par CD73 (l’ecto-5'-nucléotidase). L’adénosine 
extracellulaire est également soumise à la dégradation métabolique en inosine par l’adénosine désaminase et à la re-
phosphorylation en AMP par l’adénosine kinase. Adapté de (Jacobson, 2009). 
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Les niveaux de base de l'adénosine extracellulaire ont été estimés à environ 100 nM dans le 

cœur et 20 nM dans le cerveau. En condition de stress, comme lors d’anoxie ou d’ischémie, les 

niveaux peuvent rapidement s'élever à des concentrations micromolaires. L'adénosine 

extracellulaire agit comme un modulateur local avec une fonction généralement cyto-protectrice 

dans le corps. Elle est impliquée dans la protection et la réparation tissulaire par l’augmentation du 

taux d’oxygène fourni, le conditionnement des cellules pour les protéger contre les lésions 

ischémiques, le déclenchement des réponses anti-inflammatoires et la promotion de l’angiogenèse 

et de la vasodilatation (Linden, 2005). 

4.2.2. Les récepteurs de l’adénosine 

Il existe quatre sous-types de récepteur de l’adénosine notés A1, A2A, A2B et A3, dont 

chacun présente un profil pharmacologique, des propriétés de signalisation et une distribution 

tissulaire unique. Parmi les récepteurs humains, l’homologie de séquence est de 49% entre A1 et A3 

et de 59% entre A2A et A2B. L’adénosine est un ligand agoniste pour les quatre récepteurs mais 

avec des affinités variables pour les différents sous-types, la plus faible (Ki > 1 µM) pour A2B, la 

plus élevée pour A1 et A2A (Ki compris entre 10 et 30 nM) et intermédiaire (Ki de l’ordre de 1 

µM) pour A3 (Jacobson & Gao, 2006). Ces récepteurs sont également la cible principale de la 

caféine, une des molécules les plus consommées dans le monde, qui agit sur eux comme un 

antagoniste. 

Les récepteurs de l’adénosine sont plutôt ubiquitaires. Les récepteurs A2B et A3, 

notamment, sont retrouvés dans la plupart des cellules et des tissus mais en faible abondance. Les 

récepteurs A1 sont largement exprimés dans tout l’organisme mais avec des niveaux d’expression 

plus élevés dans le cerveau. Les récepteurs A2A sont fortement exprimés dans le striatum du 

cerveau, les cellules immunitaires de la rate, le thymus, les leucocytes et les plaquettes sanguines, et 

de façon  intermédiaire dans le cœur, les poumons et les vaisseaux sanguins (Chen et al., 2013).  

Les seconds messagers associés aux récepteurs de l’adénosine sont historiquement définis 

par rapport à leur action sur l'adénylate cyclase. Les récepteurs A1 et A3 inhibent l’adélynate 

cyclase par couplage à la protéine Gi. Les récepteurs A2A et A2B sont majoritairement couplés à la 

protéine Gs qui stimule l’adélynate cyclase et la synthèse d’AMPc. Cependant, il a été mis en 

évidence que les récepteurs A2B sont également couplés à la protéine Gq qui active la 

phospholipase C (Ryzhov et al., 2006). Par ailleurs, les récepteurs A2A sont couplés à la protéine 

Gs dans les systèmes périphériques, mais dans le striatum, où leur densité est la plus élevée, il a été 

démontré qu’ils agissaient principalement via l’activation de la protéine Golf, qui stimule également 

l’adélynate cyclase (Kull et al., 2000). 
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Le récepteur de l’adénosine A2A présente la particularité d’avoir une extrémité C-terminale 

longue de 122 acides-aminés, ce qui est beaucoup plus que chez la majorité des RCPG de la famille 

1 ou A, qui ont une extrémité C-terminale généralement comprise entre 10 et 40 acides-aminés. De 

plus, l’extrémité C-terminale du récepteur A2A ne montre aucune similarité de séquence avec 

d’autre RCPG, mais elle est très conservée entre les espèces. Il semblerait qu’elle ne soit pas 

impliquée dans le couplage avec la protéine G mais qu’elle joue un rôle important dans le trafic et 

la signalisation indépendante de la protéine G (Olah, 1997 ; Moreau & Huber, 1999). Cette région, 

prédite comme très désordonnée, est capable d'interagir avec un large éventail de protéines 

adaptatrices (Fredholm et al., 2007). Par exemple, il a été montré que l'extrémité C-terminale du 

récepteur A2A interagissait avec l’α-actinine qui est impliquée dans l'internalisation du récepteur 

(Burgueno et al., 2003), avec la protéine USP4 qui joue un rôle important dans le maintien de la 

position du récepteur à la surface cellulaire (Milojevic et al., 2006) ou encore la protéine Arno qui 

active la voie des MAP kinases (Gsandtner et al., 2005). 

4.2.3. Effets et rôles 

L’adénosine et ses récepteurs étant présents dans tout l’organisme, ils exercent un large 

éventail de fonctions biologiques, physiologiques et donc pathologiques. Ils sont impliqués 

notamment dans le rythme cardiaque et la circulation (Eltzschig, 2009 ; Eltzschig et al., 2012), la 

lipolyse (Johansson et al., 2007), le flux sanguin rénal (Sun et al., 2001 ; Grenz et al., 2012), la 

fonction immunitaire (Rosenberger et al., 2009), la régulation du sommeil (Huang et al., 2005 ; 

Lazarus et al., 2011), l'angiogenèse (Liu et al., 2010), ainsi que dans des maladies inflammatoires 

(Hasko et al., 2008 ; Eltzschig & Carmeliet, 2011), neuro-dégénératives (Fredholm, 2007) et 

l'ischémie-reperfusion (Eltzschig & Eckle, 2011). 

Le récepteur de l’adénosine A2A en particulier, est impliqué dans certaines maladies 

cardiovasculaires, des désordres du système nerveux ainsi que des maladies inflammatoires. 

Le récepteur A2A intervient, notamment, dans la vasodilatation de l’aorte et l’artère 

coronaire. Il a été suggéré que son activation avait un effet tachycarde via les récepteurs centraux 

mais un effet hypotenseur via les récepteurs périphériques (Schindler et al., 2005). Un agoniste de 

ce récepteur a été testé cliniquement comme anti-hypertenseur, mais n’a finalement pas pu être 

exploité en raison du manque de sélectivité in vivo. Dans les plaquettes, un agoniste du récepteur 

A2A a aussi montré une inhibition de l'agrégation en augmentant les taux d'AMPc intracellulaires, 

ce qui suggère que les agonistes de l'adénosine pourraient avoir une utilité comme agents 

antithrombotiques (Varani et al., 2000). Par ailleurs, un agoniste très sélectif du récepteur A2A a 
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passé les essais cliniques de phase III et semble être bien toléré comme vasodilatateur coronaire de 

courte durée et comme radiotraceur pour l’imagerie (Barrett et al., 2005). 

Le récepteur A2A est le principal médiateur des effets stimulant de la caféine et joue un rôle 

important dans la régulation du sommeil (Ledent et al., 1997 ; Fredholm et al., 2005 ; Huang et al., 

2005). La plupart des effets comportementaux de la caféine semblent résulter de son action 

antagoniste sur les récepteurs de l’adénosine dans le système nerveux. Ceci suggère que la 

modulation de ces récepteurs peut fournir des cibles thérapeutiques dans les troubles du système 

nerveux. En effet, l'inactivation du récepteur A2A dans le cerveau est associée à la protection contre 

les dommages au cerveau après l'ischémie (Chen et al., 1999), l’excitotoxicité (Popoli et al., 2002), 

les lésions cérébrales traumatiques (Li et al., 2009 ; Dai et al., 2010) et la neurodégénérescence 

dans la maladie de Parkinson (Chen et al., 2001) et la maladie d'Alzheimer (Canas et al., 2009). 

Dans certains cas, l’activation et l'inactivation du récepteur A2A ont été montrées pour avoir toutes 

deux un effet protecteur, y compris dans des modèles animaux de la maladie de Huntington (Blum 

et al., 2003 ; Chou et al., 2005) et des lésions de la moelle épinière (Li et al., 2006). 

L’activation du récepteur A2A, qui se trouve dans presque toutes les cellules du système 

immunitaire, notamment les lymphocytes, les monocytes, les macrophages et les cellules 

dendritiques (Sitkovsky et al., 2004), semble atténuer l'inflammation et les lésions de re-perfusion 

dans une grande variété de tissus. Par l’activation du récepteur A2A, l’adénosine peut inhiber 

l'activation des lymphocytes T, la prolifération et la production de cytokines inflammatoires, tout en 

améliorant la production de cytokines anti-inflammatoires (Erdmann et al., 2005). Il a été mis en 

évidence que le récepteur A2A est crucial dans la limitation et l’arrêt de l’inflammation prolongée 

(Ohta & Sitkovsky, 2001). Un agoniste de ce récepteur présente ainsi un intérêt pour le traitement 

de la septicémie (Sullivan et al., 2004) et de maladies intestinales inflammatoires (Odashima et al., 

2005). L’activation sélective du récepteur A2A permet également de réduire la pression de la peau, 

la formation d’ulcères et l’inflammation (Peirce et al., 2001) et d’accélérer la cicatrisation 

(Montesinos et al., 1997). 

!  
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Objectifs du projet 
 

Les récepteurs de la mélatonine sont impliqués dans diverses pathologies, notamment dans 

les troubles du sommeil et la dépression, pour lesquels des molécules sont déjà sur le marché 

pharmaceutique. Ces récepteurs présentent donc un intérêt thérapeutique important et sont très 

étudiés au sein de la société Servier. Plusieurs études, en contexte cellulaire ou membranaire, ont 

notamment permis la caractérisation pharmacologique de ces récepteurs et le développement de 

nouveaux ligands. Des recherches ont également été menées sur l’homo- et l’hétérodimérisation des 

récepteurs de la mélatonine. Par contre, très peu d’études in vitro ont été réalisées sur ces récepteurs 

entiers purifiés. En effet, aucune information n’est disponible sur la surexpression et la purification 

des récepteurs de la mélatonine en qualité et quantité compatibles avec des études in vitro. De ce 

fait, la caractérisation structurale, les études d’interaction par des approches biophysiques, le 

développement d’anticorps spécifique n’ont jamais été réalisés sur ces récepteurs. C’est 

précisément pour progresser sur ces aspects et apporter de nouvelles données structurales et 

fonctionnelles, que nous souhaitons étudier les récepteurs de la mélatonine, en commençant par le 

récepteur MT1 humain. 

Pour atteindre ces objectifs, il fallait tout d'abord identifier les conditions d’obtention de 

récepteurs purs, actifs, homogènes, stables et en quantité suffisante, pour réaliser des études in vitro. 

Cependant, malgré les progrès réalisés dans ce domaine ces dernières années, l’obtention de ce type 

d’échantillon demeure encore aujourd'hui un exercice difficile, pour lequel il n’existe pas de 

méthode universelle, chaque RCPG possédant des propriétés particulières et spécifiques. De plus, 

nous avons fait le choix de ne pas modifier les récepteurs par fusion, mutation ou délétion pour les 

stabiliser, mais de travailler avec des récepteurs les plus natifs possibles afin de se rapprocher au 

mieux de la réalité biologique pour des études à visées pharmaceutiques. Dans un premier temps, il 

était donc nécessaire de mettre au point des conditions pour l’expression, la solubilisation, la 

purification et la stabilisation du récepteur MT1 natif. Ce travail a été réalisé, en grande partie, à 

l’UMR 7242 Biotechnologie et Signalisation Cellulaire (BSC) de Strasbourg, au sein de l’équipe 

« GPCR et douleurs », qui possède un savoir-faire pour la production, la purification et l’analyse 

fonctionnelle de RCPG recombinants. 

Parallèlement, nous souhaitions mettre en place des techniques d’analyse biochimiques et 

biophysiques pour caractériser les récepteurs purifiés et étudier leurs interactions avec des ligands. 

Ces méthodes, utilisées en routine pour les protéines solubles chez Servier, nécessitaient de la mise 

au point pour l’étude des RCPG, notamment en raison de la présence de détergent. Afin de 
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développer et valider rapidement ces approches, nous avons décidé de faire la mise au point sur un 

récepteur de référence, le récepteur de l’adénosine A2A humain, pour lequel la production, la 

purification et la caractérisation in vitro sont assez bien décrites dans la littérature. La majorité de ce 

travail a été réalisée à l’Institut de Recherche Servier (IdRS) de Croissy-sur-Seine, au sein du 

département « Biotechnologie, Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire » qui possède le matériel et 

les connaissances pour la caractérisation et l’analyse de protéines purifiées par des méthodes 

biophysiques. 

Ce manuscrit présente les résultats majeurs obtenus au cours de ce projet. Le premier 

chapitre est centré sur le récepteur de l’adénosine A2A, pour lequel j’ai rapidement obtenu des 

échantillons compatibles avec des études in vitro. Il décrit les résultats de production et purification 

de ce récepteur, la caractérisation biochimique et biophysique des échantillons purifiés, les études 

d’interaction ligand/récepteur ainsi que les études de thermostabilité. Le second chapitre est 

consacré à la mise au point de la production et de la purification du récepteur de la mélatonine 

MT1. Il présente, sous la forme d’un article scientifique, l’évaluation de différentes constructions et 

sources de production, le criblage des conditions de solubilisation et purification et la 

caractérisation pharmacologique du récepteur purifié. Le troisième chapitre est axé sur les essais de 

stabilisation du récepteur MT1 par l’ajout de lipides, l’échange des détergents avec des polymères 

amphiphiles ainsi que la reconstitution des récepteurs en nanodisques. 

!  
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1. Les techniques préparatives 

1.1. Expression des RCPG dans la levure Pichia pastoris 

Le clone Pichia pastoris exprimant le récepteur A2A provient de la collection MePNet 

(Membrane Protein Network) et celui exprimant le récepteur MT1 a été transformé et sélectionné 

comme cela a été précédemment décrit (Andre et al., 2006). Les stocks glycérol des levures 

recombinantes sont étalés sur des boites YPG agar (1% extrait de levure, 2% peptone, 2% glucose, 

2% agar) et incubées 24h à 30°C. Ces cellules sont utilisées pour inoculer 500 ml de milieu BMGY 

(1% extrait de levure, 2% peptone, 1,34% YNB, 1% glycérol, 0,1 M KPi pH 6) qui sont incubés 

sous agitation toute la nuit à 30°C. Cette préculture est ensuite diluée à une DO600nm  égale à 1 dans 

500 ml de milieu BMGY frais et incubée sous agitation 4 à 6 h à 30°C pour atteindre une DO600nm  

comprise entre 4 et 5. Les levures sont alors centrifugées à 3000 g pendant 10 minutes et le culot est 

resuspendu dans 500 ml de milieu d’induction BMMY complet (1% extrait de levure, 2% peptone, 

1,34% YNB, 0,5% méthanol, 0,1 M KPi pH 6,3% DMSO, 0,4 mg/ml histidine, 0,00004% biotine) 

additionné d’un ligand antagoniste (0,1 µM ZM241385 (Tocris) pour le récepteur A2A et 1 µM 

D600 (Sigma) pour le récepteur MT1). Les cultures sont incubées sous agitation pendant 18h à 

20°C. Les levures sont centrifugées 10 min à 3000 g, lavées plusieurs fois dans un tampon PBS, 

réparties par culot de 5 g dans des tubes 50 ml et conservées à -80°C ou utilisées directement pour 

la préparation de membranes. 

1.2. Préparation des membranes de levure Pichia pastoris 

Toute la procédure est réalisée dans la glace. Les culots de 5 g de levure sont resuspendus 

dans 20 ml de tampon de lyse froid (50 mM Tris pH 7,4, 0,5 M NaCl, 10% glycérol, 1 mM EDTA, 

1 mM PMSF) puis 10 ml de microbilles de verre de 0,5 mm (Sigma) sont ajoutées. Les cellules sont 

ensuite lysées par 3 cycles de 60 s d’agitation vigoureuse et 60 s de refroidissement dans la glace à 

l’aide d’un appareil dédié FastPrep 24 (MP Biomedicals). Une centrifugation de 10 min à 3000 g à 

4°C permet de récolter le lysat tandis que les cellules non lysées et débris cellulaires sont repris 

dans 10 ml de tampon de lyse pour un nouveau cycle de cassage. Généralement 3 cycles de 

cassages sont nécessaires pour lyser complétement les levures. Le lysat cellulaire est ensuite 

ultracentrifugé pendant 45 min à 100 000 g à 4°C. Les culots membranaires sont resuspendus par 

homogénéisation au potter dans un tampon de membrane froid (50 mM Tris pH 7,4, 0,5 M NaCl, 

10% glycérol, 1 mM PMSF). La préparation est ultracentrifugée une seconde fois pendant 45 min à 

100 000 g à 4°C. Finalement les membranes sont reprises et homogénéisées dans le même tampon 

de membrane et congelées à -80°C. 
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1.3. Purification des RCPG 

La solubilisation et la purification des RCPG ont été réalisées à l’aide de micelles mixtes 

détergent/CHS dans un ratio [1:0,1] en présence de 1 µM de ligand antagoniste de plus faible 

affinité que les ligands utilisés pour les études d’interaction ligand/récepteur pratiquées par la suite, 

à savoir le DPCPX (Tocris) pour le récepteur A2A et le D600 (Sigma) pour le récepteur MT1. Par 

la suite, la solubilisation et la purification du récepteur A2A a également été réalisée en absence de 

ligand, notamment pour les études de thermostabilité, sans que cela ne change les résultats obtenus.  

1.3.1. Solubilisation 

Les protéines membranaires sont diluées à 2 mg/ml dans un tampon de solubilisation froid 

(50 mM Hepes pH 7,4, 0,5 M NaCl, 25 mM imidazole, cocktail d’inhibiteur de protéase, ±1 µM de 

ligand antagoniste) supplémenté de 0,25% DDM/0,025% CHS (m/v) pour le récepteur A2A et de 

différents détergents à différentes concentrations pour le récepteur MT1 (comme indiqué dans 

l’article Partie III, chapitre 2). La suspension est incubée 5 minutes à température ambiante sous 

agitation puis ultracentrifugée 45 minutes à 100 000 g à 4°C. Le surnageant contenant les protéines 

solubilisées est ensuite filtré sur un filtre seringue GD/X (Whatman). 

1.3.2. Chromatographie d’affinité sur nickel 

Les récepteurs A2A sont purifiés sur une colonne de nickel (HisTrap HP 1 ml, GE 

Healthcare) montée en série sur un appareil de purification de type Äkta purifier (GE Healthcare) 

permettant de suivre la mesure de l’absorbance à 280 nm. Après l’équilibration de la colonne en 

tampon de purification (50 mM Hepes pH 7,4, 0,5 M NaCl, 25 mM imidazole, 0,1% DDM, 0,01% 

CHS, ±1 µM DPCPX), les protéines solubilisées sont chargées sur la colonne avec un débit de 1 

ml/mn. La colonne est ensuite lavée par 20 ml de tampon de purification. Les protéines sont 

finalement éluées par un gradient de 0 à 100% de tampon d’élution (50 mM Hepes pH 7,4, 0,5 M 

NaCl, 0,5 M imidazole, 0,1% DDM, 0,01% CHS, ±1 µM DPCPX) étalé sur 20 ml. Des fractions de 

0,5 ml sont récoltées à l’aide d’un collecteur automatique durant l’élution des protéines. 

1.3.3. Chromatographie d’affinité sur résine anti-Flag 

Les récepteurs MT1 sont purifiés par chromatographie d’affinité sur résine anti-Flag dans 

les conditions décrites dans l’article Partie III, chapitre 2. 

1.3.4. Chromatographie d’exclusion stérique 

Les fractions d’intérêt de la première étape de purification par chromatographie d’affinité 

(nickel pour A2A ou anti-Flag pour MT1) sont regroupées et concentrées par ultrafiltration sur une 
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membrane avec un seuil de coupure à 30 kDa pour A2A et 50 kDa pour MT1 (Vivaspin, Satorius). 

Les échantillons concentrés sont ensuite purifiés par chromatographie d’exclusion stérique sur une 

colonne Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) montée en série sur un appareil de purification 

de type Äkta purifier (GE Healthcare). La colonne est équilibrée en tampon de purification (50 mM 

Hepes pH 7,4, 0,5 M NaCl, ±1 µM ligand) avec 0,1% DDM / 0,01% CHS pour le récepteur A2A ou 

différents détergents à différentes concentrations pour le récepteur MT1 (comme indiqué dans 

l’article Partie III, chapitre 2). L’échantillon concentré est chargé sur la colonne et les protéines sont 

éluées dans le même tampon avec un débit de 0,3 ml/mn. Des fractions de 0,5 ml sont récoltées à 

l’aide d’un collecteur automatique durant l’élution des protéines. 

1.4. Essais de stabilisation sur le récepteur MT1 

Ces expériences ont été réalisées sur les récepteurs MT1 solubilisés et purifiés en présence 

du détergent Fos14 dans la condition 1 décrite dans l’article Partie III, chapitre 2. 

1.4.1. Ajout de lipides 

Les lipides DMPC, DOPC, DOPS et extrait de lipide de cerveau proviennent de Avanti 

Polar Lipids et l’Asolectine de Sigma. Les lipides lyophilisés sont repris dans du chloroforme à 25 

mg/ml. Puis le chloroforme est évaporé sous un flux d’argon jusqu’à la formation d’un film 

lipidique. Ce film est ensuite resuspendu à 10 mg/ml dans une solution aqueuse contenant 1% de 

Fos14 et 0,1% de CHS (m/v)  pour former des micelles mixtes lipides/détergents. Les lipides ainsi 

préparés sont ajoutés aux récepteurs MT1 purifiés dans un ratio de masse [protéine : lipide] de 

[1:1]. Les échantillons sont incubés toute la nuit à 4°C sous agitation douce avant d’être analysés 

par test de fixation de radioligand à l’équilibre. 

1.4.2. Echange des détergents avec des polymères amhiphiles 

Les amphipols non ioniques, NAPols, nous ont été fourni par le professeur Ange Polidori de 

l’Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) de la faculté des sciences d’Avignon. Les 

NAPols sont resuspendus dans de l’eau à 100 mg/ml. Ils sont ensuite ajoutés aux récepteurs MT1 

purifiés dans un ratio de masse [protéine : NAPols] de [1:10]. Les échantillons sont incubés 1h à 

4°C sous agitation douce. Afin d’éliminer les détergents, des billes de polystyrène (biobeads, 

Biorad) sont ajoutées dans un ratio de masse [détergent : biobeads] de [1:10]. Les échantillons sont 

incubés la nuit à 4°C sous agitation douce. Une centrifugation basse vitesse permet de faire tomber 

les billes et de récolter le surnageant. Puis le surnageant est centrifugé 20 min à 65 000 g afin 

d’éliminer les éventuelles protéines non maintenues en solution par les NAPols qui auraient 

précipité lors de l’élimination des détergents. Les échantillons sont ensuite analysés par test de 
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fixation de radioligand à l’équilibre. Pour l’échange des détergents avec des NAPols en présence de 

lipides, les lipides sont ajoutés aux récepteurs MT1 purifiés et incubés 1h à 4°C sous agitation 

douce avant d’ajouter les NAPols et de suivre le même protocole. 

1.4.3. Reconstitution du récepteur MT1 en nanodisques 

Cette expérience a été réalisée en collaboration avec l’équipe de Pharmacologie Moléculaire 

de RCPG (PMR) du Dr Jean-Louis Banères à l’Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) 

de Montpellier, qui nous a fourni les MSP1 E3 et le mélange de lipides (POPC/POPG) solubilisés 

en détergent cholate.  

Les récepteurs MT1 purifiés sont mélangés avec les MSP et les lipides dans un ratio molaire 

[0,1 MT1 : 1 MSP : 90 lipides]. Le mélange est incubé 45 min à 4°C. Des billes de polystyrènes 

(biobeads, Biorad) sont ajoutées à raison de 0,5 g pour 1 ml d’échantillon et le tout est incubé la 

nuit à 4°C sur un agitateur rotatif afin d’éliminer les détergents et permettre l’assemblage des 

nanodisques. L’échantillon contenant les nanodisques est récupéré par aspiration à l’aide d’une 

pipette.  

Les nanodisques ayant intégré un récepteur MT1 portant une étiquette 10-histidines sont 

purifiés par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel (HisTrap HP 1 ml, GE Healthcare) 

montée en série sur un appareil de purification de type Äkta purifier (GE Healthcare). Après avoir 

équilibré  la colonne en tampon de purification (25 mM Tris pH 8, 0,3 M NaCl, 10 mM imidazole), 

l’échantillon de nanodisque est chargé sur la colonne avec un débit de 1 ml/mn. La colonne est 

ensuite lavée par 10 ml de tampon de purification. Finalement, les protéines sont éluées en deux 

étapes avec 40% puis 100% de tampon d’élution (25 mM Tris pH 8, 0,3 M NaCl, 500 mM 

imidazole). Des fractions de 0,5 ml sont récoltées à l’aide d’un collecteur automatique. Les 

échantillons de la purification sont analysés sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. Les 

fractions d’intérêt sont regroupées et dialysées la nuit à 4°C sous agitation dans un tampon (25 mM 

Tris pH 8, 150 mM NaCl) afin d’éliminer l’imidazole. L’échantillon dialysé est concentré par 

ultrafiltration sur une membrane avec un seuil de coupure de 10 kDa (Amicon, Millipore). 

L’absorbance à 280 nm de l’échantillon concentré est mesurée afin de calculer sa concentration. 
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2. Les techniques d’analyses biochimiques 

2.1. Dosage protéique 

La concentration protéique des préparations de membrane ainsi que des échantillons de 

RCPG solubilisés et purifiés est déterminée par un dosage colorimétrique avec un kit BCA (BCA 

Protein Assay Kit, Pierce). Les protéines sont diluées 5 ou 10 fois dans un volume final de 50 µl 

avec de l’eau. Un blanc est réalisé avec le même volume de tampon que de protéine dilué dans un 

volume final de 50 µl d’eau. Parallèlement une gamme étalon est réalisée avec de la BSA diluée 

dans l’eau à différentes concentrations (1 ; 0,5 ; 0,25 ; 0,125 ; 0,0625 ; 0,032 ; 0,016 mg/ml). 1 ml 

du mélange de réactif est ajouté aux 50 µl d’échantillon et le tout est incubé 30 min à 37°C au bain-

marie. Puis l’absorbance à 265 nm est mesurée. La concentration des échantillons est calculée par 

rapport à la gamme étalon de BSA. 

Pour les échantillons de nanodisques la concentration protéique a été déterminée par la 

mesure de l’absorbance à 280 nm grâce à la loi de Beer-Lambert : A = ε * l * C, où A est 

l’absorbance à 280 nm, ε est le coefficient d’extinction molaire en l.mol-1.cm-1, l est la longueur de 

la cuve en cm et C la concentration molaire en en mol.l-1.  

2.2. SDS-PAGE et immunodétection 

Les échantillons protéiques sont mélangés à du tampon Laemmli avant d’être déposés sur un 

gel SDS-PAGE 10%. La séparation est effectuée à l’aide un courant électrique de 100 V pendant 1 

à 2 heures. Les protéines du gel sont ensuite soit colorées au bleu de Coomassie soit transférées sur 

une membrane de nitrocellulose pour être révélées par immunodétection. Le transfert des protéines 

du gel sur la membrane est effectué sous un voltage de 100 V pendant une heure. La membrane est 

ensuite incubée pendant 1h à température ambiante dans un tampon TBST (50 mM Tris pH 7,4, 150 

mM NaCl, 0,05% Tween) contenant 5% de lait afin de bloquer les sites d'interactions non 

spécifiques de la membrane. Puis elle est incubée 2h à température ambiante avec l’anticorps 

primaire M2 anti-Flag de souris (Sigma) dilué au 1/8000ème dans le TBST avec 1 % de lait. Après 3 

lavages de 5 min dans du TBST, la membrane est incubée avec l’anticorps secondaire anti-souris 

dilué au 1/10000ème dans le TBST avec 1 % de lait, qui est soit couplé à la peroxydase IgG-HRP, 

GE Healthcare) soit couplé à un chromophore (IRDye 800 CW, ScienceTec). La membrane est à 

nouveau lavée 3 fois 5 min dans du TBST. Les anticorps secondaires couplés à la peroxydase sont 

révélés par chimioluminescence avec un kit (ECL Select western blot detection reagent, GE 

Healthcare), selon le protocole du fournisseur. Les anticorps secondaires couplés à un chromophore 

sont détectés par un appareil de lecture Odyssey LI-COR Biosciences (ScienceTec). Pour 
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l’immunodétection anti-biotine, une protéine streptavidine directement couplée à une peroxydase 

(ExtrAvidine, Sigma) qui a une haute pour la biotine a été utilisé. Dans ce cas, après le blocage, la 

membrane est incubée avec l’ExtrAvidine diluée au 1/2000ème dans du TBST avec 1 % de lait 

pendant 2 h à température ambiante et après 3 lavage de 5 min dans du TBST, la streptavidine 

couplée à une peroxydase est révélée par chimioluminescence. 

2.3. Digestion enzymatique par PNGase et TEV 

2.3.1. Digestion par la PNGase 

Les fractions d’élution de la chromatographie d’exclusion stérique ont été soumises à une 

déglycosylation par la PNGase F (New England Biolabs) en condition native. Pour cela, la PNGase 

est ajoutée aux protéines directement dans le tampon de purification à raison de 50 U/mg de 

protéine et le mélange est incubé 2h à 30°C sous agitation douce.  

2.3.2. Digestion par la TEV 

Les fractions d’élution de la chromatographie d’exclusion stérique ont été soumises à une 

digestion par la protéase TEV (AcTEV protease Invitrogen) en condition native. Pour cela, la 

protéase TEV est ajoutée aux protéines directement dans le tampon de purification à raison de 500 

U/mg de protéine et le mélange est incubé 2h à 30°C sous agitation douce. 

2.4. Test de fixation de radioligand à l’équilibre 

2.4.1. Mise au point d’un test adapté aux protéines purifées 

La mise au point d’un test de fixation de radioligand à l’équilibre adapté aux protéines 

purifiées a été réalisée sur le récepteur A2A et a consisté à comparer différentes méthodes de 

séparation des radioligands libres et fixés : (1) la filtration classique sur filtre GF/B, (2) la 

séparation sur mini-colonne de chromatographie d’exclusion de taille (SEC) et (3) la précipitation 

au polyéthylène glycol (PEG) en mélange avec de la γ-globuline avant la filtration sur filtre GF/B.  

Pour cela 0,1 µg de protéines purifiées, diluées dans le tampon de réaction (50 mM Tris pH 

7,4, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 0,01% DDM, 0,001% CHS), sont mises en présence de 50 nM de 

radioligand [3H]ZM241385 (Hartmann Analytical) pour déterminer la liaison totale et additionnées 

de 20 µM de ligand froid ZM241385 (Tocris) pour déterminer la liaison non spécifique. Les 

échantillons, d’un volume final de 100 µl, sont incubés 1h à température ambiante sous agitation 

puis les radioligands libres et fixés sont séparés. Les échantillons sont réalisés en triplet pour 

chacune des conditions testées. 
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(1) Pour la filtration classique, les échantillons sont filtrés sur un filtre GF/B (Whatman) 

pré-incubé dans 0,5% de polyethyleneimine (PEI, Sigma) à l’aide d’un appareil de filtration 

Brandel relié à une pompe à vide. Après 3 lavages de 2 ml avec du tampon de lavage froid (50 mM 

Tris pH 7,4), les filtres sont incubés avec 3 ml de liquide de scintillation (Ultima Gold MV, Perkin 

Elmer) dans des fioles à scintillation.  

(2) Pour la séparation sur mini-colonne SEC, les échantillons sont déposés sur une colonne 

Micro Bio-Spin P30 (Biorad) équilibrée dans le tampon de réaction puis centrifugés 4 min à 1000 g. 

Les échantillons passés à travers les colonnes sont transférés dans des fioles à scintillation et 

incubés avec 3 ml de liquide de scintillation.  

(3) Pour la précipitation au PEG avant filtration, les échantillons sont additionnés de 200 µl 

de PEG 6000 (Sigma) à 25% dans un tampon froid (50 mM Tris pH 7,4) et de 200 µl de γ-globuline 

bovine (Sigma) à 0,1% dans un tampon froid (50 mM Tris pH 7,4). Les échantillons sont mélangés 

et incubés 15 min à température ambiante avant d’être filtrés sur un filtre GF/B comme décrit 

précédemment. Après 3 lavages de 2 ml avec du tampon de lavage froid (50 mM Tris pH 7,4, 8% 

PEG 6000), les filtres sont incubés avec 3 ml de liquide de scintillation dans des fioles.  

Après une heure d’incubation à l’obscurité avec le cocktail de scintillation, la radioactivité 

est mesurée pour tous les échantillons par un compteur à scintillation Tri-Carb (Packard). 

2.4.2. Courbe de saturation 

Pour les courbes de saturation réalisées sur le récepteur A2A, une gamme de concentration 

de [3H]ZM241385 de 0,25 à 150 nM est réalisée et une concentration de 20 µM de ligand froid 

ZM241385 est utilisée pour mesurer la liaison non spécifique. Les échantillons sont préparés dans 

un volume final de 100 µl avec 10 µg de préparation membranaire diluée dans un tampon de 

réaction (50 mM Tris pH 7,4, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA) ou 0,01 µg de protéines purifiées 

diluées dans le tampon de réaction additionné de 0,01% DDM/0,001% CHS. Les échantillons sont 

réalisés en triplet en plaque 96 puits et sont ensuite incubés 1h à 25°C. Les protéines sont filtrées 

sur GF/B en plaque 96 puits (96-well UniFilter GF/B plates, Perkin Elmer) pré-incubé dans 0,5% 

PEI puis le filtre est lavé 3 fois avec 1 ml de tampon de lavage froid (50 mM Tris pH 7,4) à l’aide 

d’un appareil de filtration (Filtermate Harvester, Packard). Pour les protéines purifiées, une étape 

supplémentaire de précipitation des protéines est réalisée par l’ajout de 200 µl de γ-globuline 

bovine à 0,1% et 200 µl de PEG 6000 à 25% (m/v) avec une incubation de 15 min avant la filtration 

sur GF/B et le tampon de lavage froid est additionné de 8% de PEG 6000. Finalement, 30 µl de 

cocktail de scintillation (Microscint 20, Perkin Elmer) sont ajoutés par puits et, après 1h 
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d’incubation à l’obscurité, la radioactivité est mesurée par un compteur à scintillation TopCount 

(Perkin Elmer). Les données sont analysées par le logiciel PRISM (GraphPad) et les valeurs du 

nombre total de site de liaison (Bmax) et de la constante de dissociation du radioligand (Kd) sont 

calculées selon la méthode de Scatchard. 

Pour les courbes de saturation réalisées sur le récepteur MT1, un protocole similaire a été 

employé dans les conditions décrites dans l’article Partie III, chapitre 2. 

2.4.3. Courbes de déplacement 

Des courbes de déplacement de radioligand par 28 composés différents sur les récepteurs 

MT1 en membrane CHO, en membrane Pichia pastoris ou purifiés en mélange de détergent Fos14 

et CHAPS ont été réalisées dans les conditions décrites dans l’article Partie III, chapitre 2. 

2.5. Test d’activation de la protéine G 

Cette expérience a été réalisée en collaboration avec l’équipe de Pharmacologie Moléculaire 

de RCPG (PMR) du Dr Jean-Louis Banères, qui nous a fourni les sous-unités αi, αs, β et γ purifiées 

des protéines G. Le test d’activation de la protéine G a été réalisé avec du GTPγS couplé au 

fluorophore Bodipy (BODIPY FL GTP-γ-S, Invitrogen) sur les récepteurs MT1 reconstitués en 

nanodisques comme décrit dans la partie 1.4.3 de cette partie matériels et méthodes. Pour cela 20 

nM de nanodisques MT1 sont additionnés de 100 nM de sous-unités αi ou αs de la protéine G, 200 

nM de sous unités βγ et 10 nM de MgCl2, en présence ou en absence de 1 µM de ligand agoniste 

mélatonine dans un volume finale de 50 µl avec du tampon de dialyse (25 mM Tris pH 8, 150 mM 

NaCl). Les échantillons sont incubés 15 min à 15°C puis 100 nM de GTP-γ-S-Bodipy sont ajoutés 

et l’émission de fluorescence est mesurée immédiatement (T0) sur un spectrophotomètre à 

fluorescence Cary Eclipse. Puis les échantillons sont incubés à 15°C pendant 40 min et l’émission 

de fluorescence est à nouveau mesurée (T40). 

 

3. Les techniques d’analyses biophysiques 

3.1. Spetrométrie de masse 

Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE, puis les bandes ont été découpées et 

envoyées à la société Proteodynamics pour analyse en spectrométrie de masse. Les bandes 

découpées ont été traitées selon un protocole établi par cette société et analysées en MALDI 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation). Les protéines sont réduites par 10 mM de 
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dithiothréitol (DTT) pendant 60 min à 57°C et alkylées par 55 mM d’iodoacétamide pendant 30 

min à l’obscurité. Elles sont ensuite digérées par la trypsine bovine (Roche # 11 418 025 001) 

pendant 3 heures. Les peptides sont extraits par une solution acide composée d’acétonitrile (ACN) à 

70 % et d’acide trifluoroacétique (TFA) à 5%. Les peptides sont ensuite, soit directement déposés 

sur la plaque MALDI, soit préalablement purifiés sur ZipTip C18 avant le dépôt. Sur la plaque 

MALDI, les échantillons sont mélangés à une matrice CHCA (α-Cyano-4-Hydroxy-Cinnamic 

Acid) à 10 mg/ml dans 50% ACN/H2O et 0.1% TFA. Les cartes peptidiques sont acquises par 

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation - Time Of Flight Mass 

Spectrometry), soit mode réflectron avec les paramètres Grid 20kV, 70%, 0.002% et delay time 175 

nsec, soit en mode linéaire avec les paramétres Grid 25kV, 93%, 0.1% et delay time 650 nsec. Les 

spectres en mode réflectron sont calibrés avec le calibrant externe C104 de Laser BioLabs. Les 

spectres en mode linéaire sont calibrés avec des standards internes. Les peptides sont identifiés par 

comparaison avec des masses théoriques des peptides trypsiques de la séquence de la protéine 

d’intérêt. La séquence de certains peptides a été vérifiée par fragmentation MALDI-PSD-MS 

(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation-Post Source Decay-Mass Spectrometry) avec des 

conditions Grid 20kV, 80%, 0.02%, et delay time 125 ns. 

3.2. SEC-MALS 

Le SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography with Multi-Angle Light Scattering) est 

une technique de chromatographie d’exclusion stérique couplée à la détection de la diffusion de 

lumière. L’installation se compose d’un appareil de purification Äkta Explorer (GE Healthcare) 

piloté par le logiciel Unicorn, en ligne avec un détecteur de diffusion de lumière multi-angle Dawn-

Eos et un réfractomètre Optilab rEX (Wyatt Technology) pilotés par le logiciel Astra. Une colonne 

analytique de chromatographie d’exclusion stérique Superdex 200 5/150 GL (GE Healthcare) est 

connectée sur l’appareil de purification Äkta Explorer et équilibrée en tampon de purification (50 

mM Hepes pH 7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS, 1 µM DPCPX). Un échantillon de 20 µl 

du récepteur A2A purifiés, soit environ 10 à 15 µg de protéines, est injecté sur la colonne et les 

protéines sont éluées dans le même tampon avec un débit de 0,2 ml/mn. Les protéines sont séparées 

sur la colonne en fonction de leur propriété stérique et passent dans les différents détecteurs 

permettant de mesurer l’absorbance à 280 nm, la diffusion de la lumière et l’indice de réfraction. 

L’acquisition et le traitement des données sont réalisés par le logiciel Astra qui permet de 

déterminer le poids moléculaire moyen et la proportion des différentes espèces en solution. 
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3.3. Microscopie électronique 

Les échantillons purifiés ont été envoyés pour analyse à la plate-forme « contrôle qualité par 

microscopie électronique » de l’IBS (Institut de Biologie Structurale) de Grenoble, où les 

expériences ont été réalisées par les docteurs Daphna Fenel et  Guy Schoehn. Les échantillons ont 

été observés en microscopie électronique par coloration négative au sodium silicotungstate (pH 7,4) 

en utilisant la technique de flottaison de mica. Pour cela un carré de 5x5 mm de mica recouvert 

d’une fine couche de carbone est utilisé. Les échantillons protéiques, dilués à environ 50 µg/ml 

dans le tampon de purification, sont introduits par capillarité entre le carbone et le mica. Après 

environ 30 secondes, le carré de mica-carbone est plongé avec un angle de 45° dans un puits 

contenant 300 µl de colorant sodium silicotungstate à 2%. Le carbone flotte à la surface du colorant 

alors que le mica tombe au fond du puits. Une grille de cuivre est placée sur le carbone flottant à la 

surface et l’ensemble grille-carbone-échantillon est récupéré avec une pince. L’excès de liquide est 

enlevé avec du papier-filtre Wattman n°4. Les échantillons sont ensuite observés avec un 

microscope électronique en transmission Phillips CM 120 équipé d’un filament LaB6 (hexaborure 

de lanthane) sous une tension de 120 kV. Les images sont enregistrées à un grossissement de 45 

000 fois avec une caméra CCD Gatan OriusTM. 

3.4. Résonance plasmonique de surface 

Les études par résonance plasmonique de surface ont été réalisées sur un Biacore T200 (GE 

Healthcare) équilibré à 25°C. 

3.4.1. Capture du récepteur A2A purifié sur une puce SPR 

Les récepteurs A2A purifiés ont été captés sur une puce streptavidine (SA Chip, GE 

Healthcare) à l’aide d’une méthode prédéfinie dans le logiciel qui pilote l’instrument. Cette 

méthode comprend une étape de préparation de la surface avec une solution de 1M NaCl/50 mM 

NaOH, suivie d’une étape de capture des protéines biotinylées par l’injection d’un échantillon de 

récepteur A2A purifiés à 100 µg/ml pendant 180 sec à 10 µl/mn. La même procédure est appliquée 

en parallèle dans la piste de référence en remplaçant l’échantillon protéique par du tampon de 

purification ne contenant pas de protéine. L’expérience est réalisée avec un tampon de course 

composé de 50 mM Hepes pH 7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS.  

3.4.2. Test d’interaction du ligand ZM241385 avec le récepteur A2A par SPR 

Les expériences d’interaction ont été effectuées par l’injection de différentes concentrations 

de ligand ZM241385 en parallèle sur la piste de référence et la piste active où les récepteurs A2A 

sont captés. Le stock de ligand ZM241385 étant à 10 mM dans 100% DMSO, les différentes 
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concentrations de ligand (0 - 6,25 - 12,5 - 50 - 100 et 200 nM) sont préparées en maintenant une 

concentration constante de DMSO à 0,002%. Le tampon de course, constitué de 50 mM Hepes pH 

7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS, est additionné de 0,002% DMSO, afin de limiter les 

artefacts liés à l’indice de réfraction élevé du DMSO. Chaque cycle d’injection de ligand est réalisé 

avec un temps de contact de 120 sec et un temps de dissociation de 600 sec à un débit de 30 µl/mn. 

Les données sont analysées à l’aide du logiciel Biacore T200 Evaluation Software (GE Healthcare). 

Les courbes de SPR sont corrigées par soustraction des signaux observés dans la piste de référence 

et ajustées par rapport au point de référence de la ligne de base. 

3.4.3. Etude cinétique en un seul cycle de l’interaction ligand/récepteur par SPR 

Cette expérience a été réalisée par l’injection successive de concentrations croissantes de 

ligand ZM241385 en un seul cycle sur la piste de référence et la piste où les récepteurs AA2A sont 

captés. Le stock de ligand ZM241385 étant à 10 mM dans 100% DMSO, une gamme de 

concentration de 0 - 6,25 - 12,5 - 50 et 100 nM de ligand est réalisée en maintenant une 

concentration constante de 0,002% de DMSO et le tampon de course, constitué de 50 mM Hepes 

pH 7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS, est additionné de 0,002% DMSO, afin de limiter les 

artefacts liés à l’indice de réfraction élevé du DMSO. Des concentrations croissantes de ligand sont 

injectées successivement en un seul cycle à un débit de 30 µl/mn avec un temps de contact de 400 

sec et un temps de dissociation de 600 sec. Deux blancs sont préalablement réalisés par l’injection 

de tampon de course à la place des ligands selon le même cycle. L’ensemble de l’expérience est 

réalisé en double. Les données sont analysées à l’aide du logiciel Biacore T200 Evaluation Software 

(GE Healthcare). Les courbes de SPR sont corrigées par la soustraction des blancs et des signaux de 

la piste de référence et sont ajustées par rapport au point de référence de la ligne de base. Des 

analyses d’affinité et de cinétiques sont réalisées par corrélation avec des courbes modèles afin de 

déterminer les constantes d’interaction. 

3.5. Etude de thermostabilité 

Ces expériences ont été réalisées sur le récepteur A2A solubilisé et purifié en absence de 

l’antagoniste de faible affinité DPCPX et ont pour objectif de déterminer la température de fusion 

des protéines appelée Tm, qui correspond à la température à laquelle 50 % des protéines sont 

dénaturées.  

3.5.1. Détermination du Tm du récepteur A2A avec le kit ProteostatTM 

Cette expérience a été réalisée avec le kit ProteostatTM (ProteostatTM Thermal Shift Stability 

Assay Kit, Enzo Life Science). Un échantillon, contenant la sonde fluorescente à 1X et le récepteur 
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A2A purifié à 0,5 mg/ml, est préparé dans un volume final de 100 µl de tampon (50 mM Hepes pH 

7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS). Parallèlement un blanc est réalisé avec la sonde 

fluorescente à 1X dans 100 µl final de tampon en absence de protéine. Puis 25 µl d’échantillon sont 

déposés en triplet dans une plaque 384 puits. La plaque est installée dans un appareil de PCR 

quantitative (CFX384 Biorad) qui permet de soumettre les échantillons à une rampe de température 

de 20 à 90°C et de mesurer la fluorescence émise tous les 0,5°C. Les valeurs de fluorescence sont 

analysées à l’aide du logiciel PRISM (GraphPad). Tout d’abord les valeurs de fluorescence du 

tampon seul sont soustraites aux valeurs de fluorescence émise en présence de protéines. La dérivée 

première des valeurs obtenues est ensuite calculée. Puis un graphique exprimant la dérivée première 

des valeurs de fluorescence (d(RFU)/dT) en fonction de la température en °C est tracé. Ceci permet 

de déterminer le Tm qui est la température correspondant au sommet du pic de la courbe. La même 

expérience a été réalisée cinq fois et la moyenne et l’écart type des Tm mesurés ont été calculés.  

3.5.2. Détermination du Tm du récepteur A2A par l’appareil Optim 1000 

Cette expérience a été réalisée par la société Avacta sur un appareil Optim 1000. Les 

récepteurs A2A purifiés sont dilués à 0,1 mg/ml dans le tampon de purification (50 mM Hepes pH 

7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS). Parallèlement un blanc est réalisé avec le tampon de 

purification seul. Puis 9 µl d’échantillons sont déposés en six réplicats dans une rangée de micro-

cuvettes MCA (Micro Cuvette Array). La MCA est placé dans l’appareil Optim 1000 qui permet 

de soumettre les échantillons à une rampe de température de 20 à 90°C par pallier de 1°C et de 

mesurer les spectres d’émission de fluorescence intrinsèque des protéines. Les données sont 

analysées par le logiciel Optim 1000 (Optim 1000 software) qui réalise une analyse primaire et 

secondaire automatisée. L’analyse primaire extrait des paramètres spectraux à partir des données 

brutes d’émission de fluorescence et utilise des fonctions mathématiques pour calculer la moyenne 

barycentrique d’émission de fluorescence BCM (Barycentric mean). Cette valeur est similaire à la 

longueur d’onde d’émission moyenne mais cette approche permet de lisser le bruit de fond des 

données spectrales. A partir des données de l’analyse primaire, l’analyse secondaire exprime la 

moyenne barycentrique d’émission de fluorescence (BCM) en fonction de la température en °C et 

calcule le Tm qui est la température correspondant à 50% entre le maximum et le minimum des 

valeurs de BCM des courbes. 

3.5.3. Détermination du Tm du récepteur A2A en présence de ligand par l’appareil Optim 

1000 

Cette expérience a été réalisée par la société Avacta sur par l’appareil Optim 1000. Les 

récepteurs A2A purifiés sont dilués à 0,1 mg/ml dans le tampon de purification (50 mM Hepes pH 
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7,4, 0,5 M NaCl, 0,1% DDM, 0,01% CHS) en absence ou en présence de différentes concentrations 

en ligand ZM241385 (0,1 - 0,316 - 1 - 3,16 et 10 µM). Puis 9 µl de chacun des échantillons sont 

déposés en six réplicats dans une rangée de micro-cuvettes MCA (Micro Cuvette Array). La MCA 

est placé dans l’appareil Optim 1000 qui permet de soumettre les échantillons à une rampe de 

température de 20 à 90°C par pallier de 1°C et de mesurer les spectres d’émission de fluorescence 

intrinsèque des protéines. Les données sont analysées par le logiciel Optim 1000 (Optim 1000 

software) qui réalise une analyse primaire et secondaire automatisée comme décrit dans le 

paragraphe précédent. Ces analyses permettent au final de déterminer le Tm des récepteurs A2A 

dans les différentes conditions testées. La comparaison des Tm mesurés en absence ou en présence 

de concentrations croissantes en ligand ZM241385 permettra d’évaluer si le ligand augmente le Tm 

suggérant un effet stabilisateur. 

!  
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1. Production, purification et caractérisation du récepteur de l’adénosine A2A 

1.1. Introduction 

Afin de réaliser des études in vitro, il est nécessaire de disposer de RCPG purs, actifs, 

homogènes et stables, en quantité suffisante. Ceci n’est pas une tâche facile au vu, notamment, de la 

faible abondance naturelle de ces protéines et de leur instabilité en détergent. A ce jour, il n’existe 

pas d’approche universelle permettant la surexpression, la purification et la stabilisation des RCPG. 

Chacun de ces récepteurs possède des caractéristiques physicochimiques uniques et des préférences 

particulières pour les conditions d’expression, solubilisation et purification. De ce fait, un important 

travail de mise au point doit être réalisé afin d’identifier les conditions optimales pour chaque 

récepteur étudié. Ceci a été le cas pour notre récepteur d’intérêt, le récepteur de la mélatonine MT1 

(travaux présentés dans le chapitre suivant).  

Par conséquent, c’est un RCPG de référence, le récepteur de l’adénosine A2A humain, que 

nous avons utilisé pour le développement des techniques biophysiques. En effet, ce récepteur a été 

produit et purifié avec succès dans plusieurs systèmes d’expression : la bactérie E.coli (Weiss & 

Grisshammer, 2002 ; Magnani et al., 2008), la levure S. cerevisiae (O'Malley et al., 2007 ; 

O'Malley et al., 2010), la levure P. pastoris (Hino et al., 2012), les cellules d’insectes Sf9 (Jaakola 

et al., 2008 ; Dore et al., 2011 ; Lebon et al., 2011b) et les cellules de mammifères HEK (Robertson 

et al., 2011). De plus, il a été caractérisé par différentes méthodes biophysiques telles que la 

spectrométrie de masse (Jaakola et al., 2008), le dichroïsime circulaire et la fluorescence 

intrinsèque (O'Malley et al., 2007 ; O'Malley et al., 2010), des études de thermostabilité (Magnani 

et al., 2008 ; O'Malley et al., 2010 ; Lebon et al., 2011a). Son interaction avec des ligands a 

également été étudiée par des tests de liaison radioactifs (Weiss & Grisshammer, 2002 ; O'Malley et 

al., 2007 ; Magnani et al., 2008 ; Robertson et al., 2011 ; Lebon et al., 2011a), mais aussi par SPR 

(Rich et al., 2011 ; Robertson et al., 2011 ; Zhukov et al., 2011). Finalement, sa structure 

cristallographique a été résolue (Jaakola et al., 2008 ; Dore et al., 2011 ; Xu et al., 2011 ; Lebon et 

al., 2011b ; Hino et al., 2012).  

Ainsi, en m’inspirant de ce qui a été décrit dans la littérature, j’ai rapidement pu identifier 

des conditions de production et purification du récepteur A2A, permettant d’obtenir des 

échantillons compatibles avec des études in vitro. Ceci nous a permis de mettre au point des 

techniques biochimiques et biophysiques pour la caractérisation des récepteurs purifiés et l’étude de 

leur interaction avec des ligands. 
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1.2. Production et purification du récepteur A2A 

1.2.1. Production du récepteur A2A dans la levure Pichia pastoris 

Parmi les différents systèmes d’expression existants, notre choix s’est porté sur la levure P. 

pastoris pour laquelle nous avons une très bonne expertise au laboratoire (cf publications 1, 2 et 3 

en annexes). De plus, cette levure a déjà montré sa capacité à exprimer correctement tout un panel 

de RCPG, dont le récepteur de l’adénosine A2A. En effet, dans le cadre du projet MePNet 

(Membrane Protein Network) une collection de clones de P. pastoris exprimant une centaine de 

RCPG différents a été générée. Les paramètres d’expression ont été optimisés pour une vingtaine 

d’entre eux, dont le récepteur A2A qui était l’un de ceux qui présentaient le meilleur niveau 

d’expression de protéine fonctionnelle (Andre et al., 2006). C’est précisément ce clone qui a été 

utilisé pour mon projet de thèse. La construction comprend des étiquettes Flag et 10-histidines du 

côté 5’ et une séquence de biotinylation à l’extrémité 3’, permettant de faciliter les étapes 

d’immunodétection et de purification (Figure 38). Une séquence signal de sécrétion de l’α-facteur 

de S. cerevisiae, qui est clivée au cours de la maturation, est ajoutée à l’extrémité N-terminale pour 

favoriser un bon adressage. Finalement, un site de clivage par la protéase TEV (Tobacco Etch 

Virus), de chaque côté de la séquence du récepteur, permet l’élimination des étiquettes en fin de 

purification. Cette construction a été clonée dans le vecteur pPIC9K, sous le contrôle du promoteur 

fort pAOX1 inductible au méthanol, qui a ensuite été intégré dans le génome de la levure de façon 

stable.  

 

Figure 38 : Représentation schématique de la construction plasmidique pour l’expression du RCPG A2A 

pPIC9K : vecteur d’expression de la levure P. pastoris, pAOX1 : promoteur de l’Alcool Oxidase 1 inductible au 
méthanol, α-F : séquence signal α-facteur, Flag : étiquette Flag, His : étiquette 10-histidines, Tev :  séquence de clivage 
par la protéase TEV, AA2A : séquence codant le récepteur de l’adénosine A2A humain, Biotine : séquence de 
biotinylation. 

 

J’ai réalisé l’expression du récepteur A2A à l’aide de ce clone dans des conditions 

optimisées pour l’expression de protéines fonctionnelles, incluant notamment une diminution de la 

température à 20°C et l’addition de ligand, d’histidine et de DMSO dans le milieu d’induction. 

Après 18h d’induction, les cellules sont récoltées et lysées et les membranes isolées. A partir d’un 

litre de culture, j’ai pu récolter environ 15 g de cellules permettant d’isoler en moyenne 300 mg de 

protéines membranaires. J’ai ensuite analysé les préparations de membranes par immunodétection 

avec un anticorps M2 anti-Flag afin de vérifier l’expression du récepteur A2A dans les membranes 

de P. pastoris. L’immunodétection (Figure 39 A) confirme la présence de l’A2A mais sous 
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différentes formes. On observe une bande à environ 55 kDa, ce qui est assez proche de la taille 

attendue pour cette construction de 59 kDa (il est en effet courant que les protéines ne migrent pas 

exactement à la taille attendue). On observe également une bande à environ 40 kDa, qui est 

vraisemblablement une forme tronquée du récepteur, ainsi qu’une bande à environ 75 kDa, qui est 

sans doute une forme glycosylée ou dimérique (sur lesquelles nous reviendrons dans la partie 

caractérisation). Les bandes de très haut poids moléculaires correspondent probablement à des 

oligomères ou des agrégats résistants à la dénaturation en SDS-PAGE. J’ai également réalisé des 

tests de fixation de radioligand à l’équilibre, utilisant l’antagoniste tritié [3H]ZM241385, afin 

d’évaluer la qualité des récepteurs, basée sur leur capacité à fixer un ligand. Une courbe de 

saturation (Figure 39 B) m’a permis de mesurer l’affinité de liaison de l’antagoniste 

[3H]ZM241385 pour ces récepteurs recombinants (Kd = 10,55 ± 0,8 nM) et un nombre total de site 

de liaison (Bmax) de l’ordre de 74,58 ± 1,5 pmol/mg (pmol de récepteurs AA2A capables de fixer 

un ligand par mg de protéines membranaires totales). Ces résultats montrent que les conditions 

utilisées pour la production du récepteur A2A donnent un très bon niveau d’expression de protéine 

fonctionnelle, avec un Bmax similaire à celui qui avait été précédemment publié (Andre et al., 

2006), bien qu’on note une affinité mesurée significativement plus faible (Kd de l’ordre de 10 nM 

au lieu de 1 nM). Cependant, une autre étude, réalisée sur le récepteur de l’adénosine A2A exprimé 

dans la levure Pichia pastoris avec une construction très proche de la notre, indique une affinité de 

9 ± 0,2 nM du radioligand [3H]ZM241385 pour ce récepteur (Singh et al., 2012). En fonction de la 

construction, du système d’expression et des conditions du test de fixation de radioligand à 

l’équilibre, l’affinité du radioligand [3H]ZM241385 pour le récepteur A2A varie de 0,65 nM (Weiss 

& Grisshammer, 2002) à 12 nM (Magnani et al., 2008). L’affinité que nous mesurons est donc dans 

un ordre de grandeur en adéquation avec ce qui est décrit dans la littérature. 

!
Figure 39 : Analyse des membranes exprimant l’A2A par western blot et test de fixation de radioligand 

A : Immunodétection avec un anticorps anti-Flag sur les protéines membranaires totales (A2A) ; PM : marqueur de 
poids moléculaire. B : Courbe de saturation sur la préparation de membrane avec une gamme de radioligand 
[3H]ZM241385. La courbe noire représente la liaison totale, celle en pointillés la liaison non spécifique et celle en 
rouge la liaison spécifique. 
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1.2.2. Solubilisation et purification du récepteur A2A 

Avant de purifier les RCPG, une première étape de solubilisation par des détergents est 

nécessaire afin d’extraire les protéines de leur environnement membranaire natif. Les protéines 

membranaires étant souvent déstabilisées et dénaturées par les détergents, le choix des conditions 

de solubilisation est essentiel pour trouver un équilibre entre l’efficacité de l’extraction et le 

maintien de la conformation active des récepteurs. Pour le récepteur A2A, les conditions de 

solubilisation qui ont été décrites utilisent le plus souvent le détergent DM (Rich et al., 2011 ; 

Lebon et al., 2011b) ou DDM (Weiss & Grisshammer, 2002 ; Jaakola et al., 2008) parfois en 

mélange avec du CHAPS (O'Malley et al., 2007 ; O'Malley et al., 2010), additionné de cholesteryl 

hemisuccinate (CHS) (Xu et al., 2011 ; Hino et al., 2012) ou non (Magnani et al., 2008 ; Dore et 

al., 2011) et en présence de ligand (Weiss & Grisshammer, 2002 ; Lebon et al., 2011b ; Hino et al., 

2012) ou en absence (Magnani et al., 2008 ; O'Malley et al., 2010). Le détergent DDM a été utilisé 

avec succès pour la solubilisation et la purification de nombreux RCPG, dont le récepteur de 

l’adénosine A2A. Par ailleurs, il a été montré que l’adition de lipides aux détergents, tels que le 

CHS dérivé du cholestérol, améliore de façon considérable la stabilité des RCPG. De plus, l’ajout 

de ligand lors de la solubilisation et la purification aide également à la stabilisation des récepteurs, 

sachant que les complexes avec des antagonistes ou agonistes inverses sont généralement plus 

stables que ceux avec des agonistes. Au vu de ces données, nous avons choisi de solubiliser le 

récepteur A2A à l’aide de micelles mixtes DDM/CHS en présence de ligand antagoniste. Notons 

que nous avons choisi l’antagoniste DPCPX car il présente une affinité inférieure au ZM241385 qui 

est utilisé pour les tests de fixation de ligand réalisés par la suite. Ceci permet de nous affranchir du 

risque de sous estimer la liaison de ligand faute de libération du site de fixation.  

J’ai ensuite purifié les récepteurs A2A selon un protocole en deux étapes : une 

chromatographie d’affinité sur colonne de nickel utilisant l’étiquette 10-histidines, suivie d’une 

chromatographie d’exclusion stérique permettant de séparer les protéines en fonction de leurs 

propriétés physicochimiques (diamètre, volume, masse). Tout au long de la purification, la présence 

de DDM, CHS et DPCPX a été maintenue dans les différents tampons. Dans un premier temps, j’ai 

chargé les protéines solubilisées sur une colonne de nickel puis je les ai éluées par un gradient 

d’imidazole et récoltées par fraction de 500 µl. Le profil d’élution (Figure 40 A), correspondant à 

la mesure de l’absorbance à 280 nm, indique un premier pic d’élution (fractions 5 à 8) suivi d’un 

second pic (fractions 10 à 13) avec un épaulement (fractions 14 à 20). Des fractions représentatives 

de ces pics ont été analysées par SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Figure 40 B) et par 

immunodétection avec un anti-Flag (Figure 40 C). Ces analyses révèlent que le premier pic 

contient essentiellement des protéines contaminantes, étant donné que les bandes majoritaires sur le 
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gel coloré au bleu de Coomassie ne sont pas révélées en immunodétection. Par contre, le second pic 

et l’épaulement comportent une grande quantité de récepteurs A2A, puisque les bandes qui 

apparaissent au bleu de Coomassie sont également révélées en immunodétection. On visualise 

nettement deux bandes majoritaires et résolutives, indiquées par un astérisque rouge, à environ 55 

kDa et 40 kDa. On retrouve les bandes de plus haut poids moléculaire, mais on observe également 

des bandes moins définies et moins intenses, de taille inférieure à 40 kDa, indiquant certainement 

une dégradation.  

!
Figure 40 : Résultats de la purification de l’A2A sur colonne de nickel 

A : Profil d’élution de la colonne de nickel, B : SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie et C : Immunodétection avec 
un anticorps anti-Flag sur diférentes fractions d’élution de la colonne de nickel.

 

Pour la deuxième étape de purification, nous avons retenus les fractions 10 à 13 du second 

pic d’élution, qui d’après le bleu de Coomassie semblent contenir moins de formes de hauts poids 

moléculaires que les fractions plus tardives. J’ai donc regroupé et concentré ces fractions, afin de 

les charger sur une colonne de chromatographie d’exclusion Superdex 200, dont j’ai récolté les 

protéines éluées par fractions de 500 µl. Le suivi de l’absorbance à 280 nm (Figure 41 A) révèle un 

premier pic d’élution sortant à 8 ml (fractions 16 et 17), qui est le volume mort de la colonne, avec 

un épaulement entre 9 et 11 ml (fractions 18 à 22), correspondant à des protéines de très haut poids 

moléculaire. On observe ensuite une succession de deux pics, entre 11 et 13 ml, correspondant à un 

volume d’élution de protéines monomériques, le premier comprenant les fractions 23 et 24 et le 

second les fractions 25 et 26. J’ai analysé des fractions représentatives de ce profil d’élution par 

SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Figure 41 B) et par immunodétection anti-Flag (figure 
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41 C). Cette analyse révèle que les fractions 17 à 21 contiennent des récepteurs A2A sous des 

formes oligomériques ou agrégées, puisqu’on voit des bandes de très haut poids moléculaire sur le 

bleu de Coomassie et l’immunodétection, contrairement aux fractions 23 à 26 du second pic 

d’élution, dans lesquelles ces formes ne sont plus observées. Dans ces fractions 23 à 26, on retrouve 

les deux bandes principales à 55 kDa et 40 kDa, indiquées par un astérisque rouge, la première 

diminuant graduellement et la seconde apparaissant progressivement. On note également la 

présence de la bande à 75 kDa dans les fractions 23 et 24 et l’apparition de bandes de protéines 

dégradées de taille inférieure à 40 kDa dans les fractions 25 et 26. 

!
Figure 41 : Résultats de la purification de l’A2A sur colonne de chromatographie d’exclusion stérique 

A : Profil d’élution de la colonne de chromatographie d’exclusion Superdex 200, B : SDS-PAGE coloré au bleu de 
Coomassie et C : Immunodétection avec un anticorps anti-Flag sur diférentes fractions d’élution de la colonne de 
chromatographie d’exclusion stérique. 

 

Les fractions les plus intéressantes pour la suite de l’étude sont les fractions 23 à 26 du 

second pic d’élution, qui renferment une grande quantité de récepteurs monomériques. J’ai 

déterminé la concentration protéique des échantillons par dosage BCA. Les quatre fractions 

d’intérêt de 0,5 ml ont une concentration moyenne de 0,25 mg/ml. Cette purification permet donc 

d’obtenir en moyenne 0,5 mg de protéines à partir de 150 mg de préparation membranaire 

correspondant à 0,5 L de culture. On a donc un rendement de purification de l’ordre de 1 mg de 

protéine par litre de culture. Ainsi, ces deux étapes de purification m’ont permis d’isoler le 

récepteur A2A des autres protéines membranaires, puis de séparer les protéines multimériques ou 

agrégées des protéines monomériques sous deux formes majoritaires, nous permettant d’obtenir un 

échantillon final avec un niveau de pureté estimé à plus de 80%. 
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1.3. Caractérisation biochimique et biophysique des récepteurs A2A purifiés 

1.3.1. Etude de la nature des différentes formes purifiées 

Le récepteur A2A a été produit et purifié sous deux formes majoritaires qui migrent à 

environ 55 kDa et 40 kDa ainsi qu’une troisième forme minoritaire migrant à environ 75 kDa. Dans 

le but de déterminer la nature de ces différentes formes, plusieurs approches ont été employées.  

1.3.1.1. Etude de la glycosylation du récepteur A2A purifiés 

Sachant qu’il existe un site de N-glycosylation potentiel sur l’asparagine 154 de la séquence 

native du récepteur de l’adénosine A2A (Lebon et al., 2011b), et que la levure P. pastoris réalise 

des N-glycosylation qui peuvent être de taille importante (Hamilton & Gerngross, 2007), nous 

avons voulu vérifier si la glycosylation pouvait contribuer à ces différences de poids moléculaire. 

Pour cela, j’ai soumis les fractions 23 et 24, qui contiennent principalement la bande à 55 kDa mais 

aussi les bandes à 75 et/ou 40 kDa, à une déglycosylation par l’endoglycosidase PNGase F. Puis, je 

les ai analysées sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Figure 42 A) et par 

immunodétection avec un anticorps anti-Flag (Figure 42 B). Comme on peut le voir sur la figure 

42, le traitement à la PNGase ne modifie pas de façon significative le profil de migration sur gel. La 

bande à 75 kDa est légèrement décalée vers le bas, indiquant probablement une glycosylation de 

cette forme. Cependant, on retrouve les trois formes purifiées du récepteur A2A après une 

déglycosylation par la PNGase F, ce qui suggère que ces différences de tailles sont certainement 

dues à d’autres événements que la glycosylation. 

!
Figure 42 : Analyse de la déglycosylation par PNGase F 

A : SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie et B : Immunodétection avec un anticorps anti-Flag sur diférentes 
fractions digérées (P) ou non (nt) par la PNGase F. Les bandes d’intérêt sont indiquées par des astériques rouge (75 
kDa), bleu (55 kDa), orange (40 kDa) et la PNGase par un astérique jaune. 
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1.3.1.2. Mise en évidence d’une troncation C-terminale par des méthodes biochimiques 

D’autre part, afin de mettre en évidence si une délétion du côté C-terminal pouvait être 

responsable de ces différences de poids moléculaire, j’ai réalisé une détection de la biotine, présente 

à l’extrémité C-terminale de la construction, grâce à une streptavidine couplée à une peroxydase. 

L’absence de biotinylation seule ne suffirait pas à expliquer de telles différences, puisque la biotine 

ne représente que 0,244 kDa, mais pourrait révéler une perte de l’étiquette de biotinylation, qui fait 

environ 10 kDa. J’ai donc analysé les fractions 24 et 26, qui contiennent les bandes à 40 et 55 kDa 

ainsi que la bande à 75 kDa pour la 24, par une détection de la biotine, permettant de révéler 

l’extrémité C-terminale, et en parallèle par une immunodétection anti-Flag, permettant de révéler 

l’extrémité N-terminale. La figure 43 A montre que les trois bandes sont révélées avec l’anticorps 

anti-Flag, tandis que seules les bandes à 55 et 75 kDa sont révélées par la détection de la biotine. 

Ceci semble indiquer que les formes à 75 et 55 kDa sont entières tandis que celle à 40 kDa 

correspondrait à une forme tronquée de la construction, qui a perdu l’étiquette de biotinylation côté 

C-terminal. Par ailleurs, si la différence de poids moléculaire entre les bandes à 55 et 40 kDa est 

due uniquement à la perte de l’étiquette biotine, après le clivage de toutes les étiquettes, on devrait 

observer une seule bande. Grâce aux sites de clivage de part et d’autre de la séquence du récepteur, 

une digestion enzymatique par la protéase TEV permet d’éliminer toutes les étiquettes. J’ai donc 

soumis la fraction 25, qui contient les deux bandes majoritaires à 55 et 40 kDa, à une digestion par 

la TEV et analysé sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. Comme on peut le voir sur la 

figure 43 B, après la digestion par la TEV, on observe toujours deux bandes, cette fois à environ 40 

et 35 kDa. Cette différence d’environ 5 kDa, après le clivage des étiquettes, semble indiquer que la 

différence de poids moléculaire n’est pas due uniquement à la perte de l’étiquette de biotinylation, 

mais aussi à une délétion d’une partie de l’extrémité C-terminale du récepteur lui-même. 

!

Figure 43 : Mise en évidence d’une probable délétion par des méthodes biochimiques 

A : Détection de la biotine (à gauche) et du Flag (à droite), B : SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie sur une 
fraction digérée (T) ou non (nt) par la TEV. Les bandes d’intérêt sont indiquées par des astériques rouge (75 kDa), bleu 
(55 kDa), orange (40 kDa) sans traitement, violet (40 kDa) et rose (35 kDa) après traitement et vert pour la TEV. 
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1.3.1.3. Analyse par spectrométrie de masse 

Afin de confirmer les données précédentes, les bandes à 40, 55 et 75 kDa ont été découpées 

et envoyées à la société Proteodynamics pour analyse par spectrométrie de masse. Les protéines ont 

été digérées à la trypsine dans le gel, puis les peptides ont été extrait du gel et analysés par MALDI-

TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time Of Flight-Mass Spectrometry). Les 

peptides ont été identifiés par comparaison avec des masses théoriques des peptides trypsiques de la 

séquence du récepteur A2A et la séquence de certains peptides a été vérifiée par fragmentation. 

Cette étude a tout d’abord permis de confirmer que toutes les bandes examinées correspondent au 

récepteur A2A. Cependant, cette analyse protéomique n’a pas permis de vérifier la région N-

terminale des protéines (aucun peptide identifié) et un peptide à la position [23-133], trop grand 

pour être extrait efficacement du gel, n’est pas visible. Par contre, les peptides de la région C-

terminale sont correctement analysables (Figure 44). Ceci a permis de confirmer que les bandes à 

75 et 55 kDa ont une extrémité C-terminale intacte tandis que la bande à 40 kDa possède une 

délétion C-terminale située après la lysine 422. En effet, pour cette bande le dernier site de coupure 

intact de la trypsine est à la position 422, les peptides aux positions [423-475], [476-491] et [535-

545] étant absents. Par ailleurs, la carte peptidique de la protéine à 75 kDa n’a pas permis de 

montrer la présence d’un complexe avec une autre protéine ou de peptides supplémentaires 

indiquant des modifications post-traductionnelles. Cependant, ces résultats n’excluent pas de façon 

indiscutable ces possibilités. Cette étude n’a donc pas permis d’expliquer l’origine de cette 

augmentation de masse apparente. 

!
Figure 44 : Illustration du recouvrement de séquence des peptides analysés par spectrométrie de masse 

La séquence du récepteur A2A est représentée en code à une lettre avec les étiquettes Flag (en violet), 10-histines (en 
bleu), séquence de biotinylation (en orange) et 2 sites de clivages par la Tev (surlignés en gris). Les peptides identifiés 
sont représentés en gras. Les régions couvertes par les peptides identifiés sont indiquées par des lignes : les bandes à 75 
kDa (rouge) et 55 kDa (bleue) de la fraction 23 et les bandes à 55 kDa (verte) et 40 kDa (orange) de la fraction 24.  
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Ainsi ces différentes approches ont permis de mettre en évidence que la forme à 55 kDa 

semble être la protéine complète tandis que celle à 40 kDa correspondrait à une forme avec une 

délétion C-terminale. Cette forme tronquée, qui est déjà présente dans les préparations de 

membranes, peut être le résultat d’une dégradation protéique lors de la lyse des cellules, bien que 

des inhibiteurs de protéase aient été utilisés, ou d’un arrêt spontané de la traduction lors de la 

production des protéines. Concernant la forme à environ 75 kDa, elle semble correspondre à une 

protéine complète avec une variation qui augmente la masse apparente. Les résultats obtenus n’ont 

pas permis de conclure sur l’origine exacte de cette augmentation de masse, mais l’hypothèse la 

plus vraisemblable est sans doute celle d’une dimérisation formant un complexe résistant à la 

dénaturation au SDS-PAGE.  

1.3.2. Analyse de l’homogénéité et de l’état d’oligomérisation 

L’homogénéité et l’état d’oligomérisation du récepteur A2A purifié ont été analysés par 

deux techniques différentes : le SEC-MALS et la microscopie électronique. 

1.3.2.1. Analyse en SEC-MALS 

J’ai réalisé une analyse en SEC-MALS (Size Exclusion Chromatography with Multi-Angle 

Light Scattering) sur un échantillon purifié du A2A (fractions 23 et 24 regroupées et concentrées à 

0,65 mg/ml). Le chromatogramme (Figure 45) révèle un pic majoritaire de protéines précédé d’un 

léger épaulement de protéines sous un autre état oligomérique. Cette expérience a permis de 

déterminer le poids moléculaire moyen des espèces en solution. L’épaulement comprend des 

protéines de poids moléculaires variables compris entre 0,3 et 3 MDa correspondant à des formes 

multimériques ou agrégées. Les protéines du pic majoritaire ont un poids moléculaire moyen 

d’environ 130 kDa et correspondent très certainement à des protéines monomériques. En effet, le 

poids moléculaire théorique du récepteur A2A étant de 59 kDa et celui des micelles de DDM étant 

d’environ 70 kDa, le récepteur A2A en micelle de DDM est attendu à un poids moléculaire proche 

de 129 kDa. Cette technique permet aussi de déterminer la proportion de chacune des espèces en 

solution. L’analyse révèle que l’échantillon contient environ 90 % de protéines monomériques et 

seulement 10 % de protéines sous formes multimériques ou agrégées. 

!
!
!
!
!
!
!
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Figure 45 : Spectre de SEC-MALS 

obtenu pour le récepteur A2A purifé 

Chromatogramme de l’absorbance à 
280 nm en focntion du volume 
d’élution (tracé rouge fin) et 
détermination de masse moléculaire 
(trait rouge épais).  

 

 

1.3.2.2. Analyse en microscopie électronique 

Un échantillon purifié du récepteur A2A (fraction 23 diluée à 0,06 mg/ml) a été envoyé pour 

analyse à la plate-forme « contrôle qualité par microscopie électronique » de l’IBS (Institut de 

Biologie Structurale) de Grenoble, où les expériences ont été réalisées par les docteurs Daphna 

Fenel et  Guy Schoehn. L’observation en microscopie électronique à coloration négative de cet 

échantillon montre que la préparation est assez homogène (Figure 46). On observe de nombreuses 

particules isolées (certaines sont repérées par des cercles sur la figure), dont la taille semble 

correspondre à des monomères en comparaison à une protéine témoin de 60 kDa. On remarque 

seulement quelques rares agrégats (repérés par des carrés sur la figure). Bien que cette technique 

soit plutôt qualitative et non quantitative, on peut estimer que l’échantillon contient plus de 60 % de 

particules isolées. 

 
 
 
 

Figure 46 : Image de microscopie électronique à coloration 

négative du récepteur A2A purifé 

La fraction 23 du récepteur A2A purifié sur chromatographie 
d’exclusion a été diluée à 0,06 mg/ml et observée après coloration au 
sodium silicotungstate (pH 7,4). Les particules entourées par des 
cercles représentent vraisemblablement des protéines monomériques 
et celles repérées par des carrés seraient plutôt des agrégats.  
 
 
 

 

Ainsi les techniques de SEC-MALS et de microscopie électronique donnent des résultats qui 

sont en bonne adéquation. Toutes deux montrent que l’échantillon purifié du récepteur A2A est 

plutôt homogène, avec une grande majorité de protéines vraisemblablement sous forme 

monomérique et une très faible proportion de protéines sous forme multimérique ou agrégée. 
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1.4. Etude d’interactions ligand/récepteur purifié 

L’activité de liaison de ligand du récepteur A2A purifié a été évaluée par deux méthodes 

permettant les études d’interaction protéine/ligand : les tests de fixation de ligand radioactif à 

l’équilibre et la résonance plasmonique de surface (SPR). 

1.4.1. Etude par des tests de fixation de radioligand à l’équilibre 

Pour les tests de fixation de radioligand à l’équilibre, nous avons utilisé l’antagoniste tritié 

[3H]ZM241385 comme ligand traceur pour mesurer la liaison totale. Après incubation avec les 

récepteurs, les radioligands libres en solution sont éliminés par lavage, afin de mesurer la quantité 

totale de radioligands fixés. Dans un test parallèle, le même mélange est additionné d’un large excès 

de ligand froid ZM241385, pour déterminer la liaison non spécifique. La différence entre les deux 

mesures permet de mesurer la quantité de radioligands fixés de façon spécifique, reflétant le nombre 

de récepteurs actifs. Le signal mesuré en coup par minute (cpm) est converti en picomole de 

récepteurs ayant fixé un radioligand par milligramme de protéine totale (pmol/mg). 

1.4.1.1. Mise au point d’un test adapté aux protéines purifiées 

La séparation des radioligands libres et fixés est classiquement réalisée par filtration sur 

filtre GF/B, où les radioligands liés aux récepteurs sont retenus sur le filtre tandis que les 

radioligands libres passent à travers. Cependant, différentes expériences ont suggéré que cette 

méthode, très efficace pour les préparations membranaires, avait tendance à sous-estimer l’activité 

des récepteurs purifiés, qui pourraient passer à travers le filtre compte tenu de leur taille. Afin de 

s’affranchir des problèmes de porosité du filtre, j’ai testé deux méthodes alternatives pour la 

séparation : la séparation sur mini-colonne de chromatographie d’exclusion de taille (SEC) et la 

précipitation au polyéthylène glycol (PEG) en mélange avec de la γ-globuline avant la filtration sur 

filtre GF/B. Les mini-colonnes SEC permettent de séparer les radioligands fixés sur les récepteurs, 

qui forment des complexes de grosse taille et sortent rapidement de la colonne, alors que les 

radioligands libres de petite taille sont retenus dans les micropores de la résine et éluent plus tard. 

La précipitation avant filtration a pour objectif de faire précipiter les récepteurs avec leurs 

radioligands fixés dans un amas de PEG et γ-globuline, augmentant artificiellement la taille des 

récepteurs, empêchant ainsi leurs passages à travers le filtre GF/B. J’ai réalisé un certain nombre de 

tests préliminaires et contrôles négatifs, afin de vérifier la spécificité de la séparation et d’optimiser 

les conditions expérimentales. Puis, j’ai effectué des tests de fixation de radioligand à l’équilibre, à 

une concentration de 50 nM de [3H]ZM241385, sur des échantillons purifiés du récepteur A2A 

(fractions 24 et 26), en utilisant comparativement les trois méthodes de séparation (Figure 47). On 

note que dans les témoins négatifs de tampon contenant du radioligand, il n’y a pas de radioactivité 
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spécifique mesurée en absence de récepteur, démontrant que le radioligand libre est bien éliminé 

par les trois techniques de séparation (il n’est pas resté sur le filtre, sorti de la colonne SEC ou piégé 

dans le complexe γ-globuline/PEG). De plus, ces résultats mettent en évidence que, dans les 

conditions testées, la filtration classique sous-estime effectivement l’activité de liaison par rapport 

aux techniques alternatives. Ils révèlent également que la séparation sur mini-colonne SEC permet 

de mesurer une liaison plus élevée, mais que la précipitation au PEG avant filtration montre la plus 

haute activité spécifique. C’est donc cette dernière méthode qui a été retenue pour la suite du projet. 

!
Figure 47 : Test de fixation du radioligand [3H]ZM241385 avec différentes méthodes de séparation 

A : Graphique illustrant les résultats et B : tableau de valeurs exprimées en pmol de récepteurs ayant fixés un ligand par 
mg de protéine totale (pmol/mg), du test de fixation de radioligand réalisé sur les fractions F24 et F26 du récepteur A2A 
purifié et sur un témoin négatif de tampon avec du radioligand (noté T-). Les valeurs non significatives sont indiquées 
par l’abréviation : ns. Trois méthodes de séparation ont été employées : la filtration classique sur GF/B (notée 
Filtration), la séparation sur mini-colonne de chromatographie d’exclusion (notée SEC) et la précipitation au 
polyéthylène glycol avant filtration sur GF/B (notée PEG).  

 

1.4.1.2. Courbe de saturation de radioligand sur le récepteur A2A purifié 

J’ai alors réalisé des courbes de saturation, en utilisant la séparation par précipitation au 

PEG avant filtration, sur les différentes fractions du récepteur A2A purifié, afin de déterminer la 

quantité totale de récepteurs actifs (Bmax) et l’affinité de liaison (Kd). Les résultats présentés dans 

la figure 48 indiquent que les fractions 23, 24 et 25 montrent un Bmax compris entre 5400 et 7200 

pmol/mg et la fraction 26 d’environ 15700 pmol/mg. Pour les quatre fractions, l’affinité mesurée est 

assez proche, de l’ordre de 16 nM. Bien que l’analyse par le logiciel Graphpad Prism concorde avec 

un seul site d’affinité, la fraction 26, enrichie en récepteur délété à l’extrémité C-terminale, révèle 

une activité de liaison plus élevée que les fractions 23 à 25, qui contiennent, majoritairement ou en 

proportion équivalente, le récepteur sous sa forme entière. Il semblerait donc que l’activité mesurée 

soit dépendante de la composition des fractions en ces différentes formes de récepteurs et que la 

forme tronquée soit plus active que la forme entière. Par ailleurs, sachant que 100 % de récepteurs 

A2A purs et actifs correspondent en théorie à 17 000 pmol/mg pour la forme pleine et 22 000 
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pmol/mg pour la forme tronquée, ces résultats indiquent qu’il y aurait entre 30 et 40 %  de 

récepteurs actifs dans les fractions 23 à 25 et jusqu’à 70 à 90 % dans la fraction 26. 

!
Figure 48 : Courbe de saturation de radioligand sur différentes fractions purifiées du récepteur A2A 

Graphique représentant la liaison exprimée en pmol/mg en fonction de la concentration en radioligand exprimée en 
nanomolaire (nM). La liaison totale figure en trait plein noir, la liaison non spécifique en pointillé noir et la liaison 
spécifique en trait plein rouge.

 

1.4.1.3. Etude de la stabilité de l’activité de liaison dans le temps 

J’ai purifié le récepteur A2A que j’ai ensuite aliquoté et conservé dans trois 

conditions différentes : à 4°C, à -20°C et à -20°C en présence de 10% de glycérol. Les échantillons 

ont ensuite été soumis à un test de fixation de radioligand à l’équilibre, avec une concentration de 

50 nM de [3H]ZM241385, en utilisant la séparation par précipitation au PEG avant filtration. Ceci 

m’a permis de comparer l’activité de liaison mesurée le lendemain de la purification et les jours 

suivants, afin d’évaluer la stabilité de l’activité du récepteur dans le temps et en fonction de la 

condition de conservation (Figure 49).  
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Figure 49 : Suivi de l’activité de liaison de radioligand en cours du temps 

Graphique illustrant les résultats des tests de fixation de radioligand réalisés dans les jours qui ont suivis la purification 
(le jour J étant le jour de la purification). Ces tests ont été effectués sur les fractions F24 et F26 du récepteur A2A 
purifié, conservé dans différentes conditions à 4°C, à -20°C et à -20°C avec 10% de glycérol (-20°C + G). Les résultats 
sont exprimés pmol de récepteur ayant fixé un ligand par mg de protéine totale (pmol/mg).  

 

Ces résultats montrent une certaine fluctuation de l’activité mesurée, qui semble être liée 

aux conditions expérimentales. Par exemple, à J+13 l’activité mesurée est plus faible qu’à J+16, 

alors que cela devrait être l’inverse, et ce pour les deux échantillons. Ceci peut s’expliquer par des 

variations du pipetage des faibles volumes, du processus de précipitation, des tampons d’incubation 

et de lavage, de la vitesse d’aspiration… Malgré tout, on peut voir que la fraction 24 a une activité 

proche de 2500 pmol/mg à J+1 comme à J+22, suggérant que l’échantillon est relativement stable. 

Pour la fraction 26, l’activité de liaison est mesurée d’environ 12 000 pmol/mg à J+1 ainsi qu’à 

J+16 mais aux alentours de 6000 pmol/mg à J+22. Cette différence peut être liée à la variabilité 

expérimentale ou indiquer une instabilité de l’activité de cet échantillon. Par ailleurs, bien qu’il 

semble y avoir quelques différences d’activité mesurée, aucune tendance ne ressort réellement 

quant à la meilleure condition de conservation à retenir. Au vu de la variabilité observée, cette étude 

mériterait certainement d’être reproduite, afin d’évaluer de façon plus précise la stabilité des 

récepteurs purifiés dans le temps. Néanmoins, cette analyse révèle que même après 22 jours 

l’activité mesurée demeure relativement élevée et que l’on peut raisonnablement travailler avec 

l’échantillon jusqu’à trois semaines après sa purification. 

1.4.2. Etude par résonance plasmonique de surface 

La résonance plasmonique de surface (SPR) est une technologie qui permet d’étudier des 

interactions par la mesure de la variation de l’indice de réfraction de la lumière, due à un 

changement de masse lors de l’interaction, au niveau d’une surface sensible en or déposée sur une 

puce en verre. Le signal mesuré est exprimé en unité de résonance (RU). Cette technique ne 

nécessite pas de marquage fluorescent ou radioactif des partenaires étudiés, mais l’un des deux doit 

être immobilisé sur la puce tandis que l’autre est injecté dans le flux du canal de mesure. Dans notre 

cas, nous avons fixé le récepteur A2A purifié en DDM sur une puce et injecté le ligand antagoniste 
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ZM241385 afin de mesurer la fixation du ligand. Parallèlement, le ligand a également été injecté sur 

une surface sensible de référence (canal vide sans protéine immobilisée) pour définir la liaison non 

spécifique du ligand sur la surface sensible. La différence entre les deux mesures permet d’établir la 

liaison spécifique du ligand sur le récepteur. 

1.4.2.1. Capture du récepteur A2A purifié sur une puce SPR 

Nous avons choisi de capter le récepteur A2A par la biotine à l’extrémité C-terminale sur 

une puce SA (Streptavidine) afin d’orienter les récepteurs, de façon à favoriser l’accessibilité du site 

de fixation de ligand coté N-terminal. Cette méthode implique que seuls les récepteurs entiers 

biotinylés sont immobilisés tandis que les récepteurs tronqués ne sont pas retenus. Par ailleurs, 

l’interaction streptavidine-biotine étant très forte, il sera difficile de régénérer la surface active, c’est 

à dire d’éliminer toutes les protéines en vu d’une nouvelle capture. De ce fait, une seule capture par 

surface active pourra être réalisée. Après avoir testé différents temps de contact et concentrations en 

récepteurs purifiés, j’ai identifié une condition permettant d’obtenir un niveau de capture de l’ordre 

de 7000 RU. Compte tenu des masses moléculaires du récepteur A2A et du ligand ZM241385, dans 

le cas d’une interaction de stoechiométrie 1:1 (un ligand pour un récepteur), il est possible d’obtenir 

un signal maximum d’interaction (Rmax) d’environ 40 RU, ce qui est suffisant pour visualiser une 

interaction. 

1.4.2.2. Test d’interaction du ligand ZM241385 avec le récepteur A2A par SPR 

J’ai ensuite réalisé des tests préliminaires, afin de voir s’il était possible de visualiser une 

interaction entre le ligand ZM241385 et le récepteur A2A. Dans un premier temps, j’ai injecté 

différentes concentrations de ligand sur la surface où le récepteur a été capté et sur la surface de 

référence. Les résultats montrent une augmentation du signal en RU correspondant à une 

interaction. Ceci met en évidence que le récepteur A2A, une fois capté sur la puce, est toujours 

capable de lier le ligand ZM241385 (Figure 50). Cependant, bien que des concentrations 

croissantes en ligand aient été injectées, on n’observe pas vraiment de dose-réponse claire. Ceci est 

probablement lié au fait qu’il n’y a pas un bon retour à la ligne de base lors de la phase de 

dissociation. En effet, il apparaît que le ligand ZM241385 a une vitesse de dissociation lente, 

comme cela a été observé dans d’autres études (Rich et al., 2011 ; Robertson et al., 2011). Comme 

nous n’avons pas fait de régénération de la surface avant de passer à l’injection suivante, certains 

sites devaient déjà être occupés par des ligands, limitant le nombre de sites disponibles lors de 

l’injection suivante.  
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Figure 50 : Sensorgramme des tests d’interaction du ligand ZM241385 avec le récepteur A2A par SPR 

Le récepteur A2A a été immobilisé sur une puce SA (Streptavidine) et des concentrations croissantes en ligand 
ZM241385 (0 - 6,25 - 12,5 - 50 - 100 - 200 nM) ont été injectées dans des cycles successifs. Les courbes ont été 
corrigées par rapport aux signaux observés dans le canal de référence.  

 

1.4.2.3. Etude cinétique en un seul cycle de l’interaction ligand/récepteur par SPR 

Pour pallier à ce problème, nous avons décidé de tester une étude cinétique en un seul cycle 

(« One single cycle kinetic »), comme cela a été réalisé dans une autre étude (Zhukov et al., 2011). 

Par cette méthode, on observe la liaison du ligand ZM241385 sur le récepteur A2A avec un effet 

dose-réponse (Figure 51). Le logiciel d’analyse, qui utilise des algorithmes d’ajustement, 

comparant les données expérimentales avec des courbes théoriques de modèles de liaison 

moléculaire bien connus, permet de déterminer les constantes de l’interaction. Dans cette 

expérience, l’analyse indique qu’il s’agit d’une interaction de stoechiométrie 1:1, avec une affinité 

de l’ordre de 10 à 20 nM et un Rmax expérimental correspondant à 90% du Rmax théorique, 

indiquant qu’il y aurait 90 % de récepteur actif. Cependant, il faut noter que les duplicats ne sont 

pas tout à fait superposables et que la courbe modèle ne corrèle pas parfaitement aux courbes 

expérimentales, ces valeurs sont donc indicatives. Les conditions expérimentales nécessiteraient 

d’être optimisées et l’expérience reproduite un plus grand nombre de fois, pour déterminer de façon 

plus précise les constantes de cette interaction. Toutefois, même si cette étude est préliminaire, les 

résultats obtenus sont très encourageants. 
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Figure 51 : Sensorgramme de l’étude cinétique de l’interaction de ligand avec le récepteur A2A par SPR 

Le récepteur A2A a été immobilisé sur une puce SA (Streptavidine) et des concentrations croissantes en ligand 
ZM241385 (0 - 6,25 - 12,5 - 25 - 50 - 100 nM) ont été injectées successivement en un seul cycle. Les courbes ont été 
corrigées par rapport aux signaux observés dans le canal de référence. L’expérience a été réalisée en duplicat, donnant 
chacun une courbe (rose et rouge). 
 

Ainsi, les études d’interaction ligand/récepteur purifié, réalisées par test de fixation de 

radioligand et résonance plasmonique de surface, ont permis de mettre en évidence que le récepteur 

A2A, purifié dans nos conditions, était capable de lier le ligand ZM241385. L’affinité mesurée est 

cohérente entre les deux techniques et proche de celle des récepteurs en membrane (Kd entre 10 et 

20 nM). Par contre, le nombre total de site de liaison diffère un peu entre les deux approches. En 

effet, la SPR semble indiquer 90% de récepteurs actifs, sachant que seuls les récepteurs entiers 

biotinylés ont pu être captés, alors que les tests de fixation de radioligand révèlent 40% de 

récepteurs actifs pour les fractions enrichies en récepteurs entiers biotinylés. Néanmoins, il faut 

rappeler que les résultats de SPR sont assez préliminaires et que cette technique nécessite encore de 

l’optimisation. 

1.5. Etude de thermostabilité du récepteur A2A purifié 

La thermostabilité du récepteur A2A purifié a été étudiée par des techniques de fluorescence 

liée à la stabilité thermique (TSA pour Thermal Shift Assay) qui permettent d’évaluer la stabilité 

des protéines sur une rampe de température. Ces techniques permettent notamment de déterminer le 

point de fusion (Tm) des protéines, c’est à dire la température à laquelle 50 % des protéines sont 

dénaturées. Le Tm mesuré peut être comparé en fonction de l’environnement dans lequel les 

protéines se trouvent (tampon, sels, pH, détergent, glycérol, ligand, lipide) permettant d’identifier 

les conditions dans lesquelles les récepteurs sont les plus stables. Afin de voir si le ligand 
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ZM241385 pouvait avoir un effet stabilisant sur le récepteur A2A, nous avons voulu déterminer le 

Tm du récepteur en absence totale de ligand puis en présence de concentration croissante en ligand 

ZM241385. Pour cette étude, nous avons donc travaillé avec le récepteur A2A purifié en absence de 

ligand DPCPX, après nous être assuré que le récepteur purifié dans cette condition présentait les 

mêmes caractéristiques que celui purifié en présence de DPCPX. 

1.5.1. Détermination du Tm avec l’appareil Optim 1000 

L’appareil Optim 1000, développé par la société Avacta, mesure la fluorescence 

intrinsèque des protéines, qui varie lors de leur dénaturation quand elles sont soumises à une rampe 

de température. Des échantillons purifiés du récepteur A2A ont été confiés à cette société pour 

analyse et détermination du Tm à l’aide de cet appareil.  

1.5.1.1. Détermination du Tm du récpeteur A2A en absence de ligand 

Dans un premier temps, nous avons demandé à la société Avacta de mesurer le Tm du 

récepteur A2A purifié en absence de ligand avec l’appareil Optim 1000. Cette analyse a permis de 

mesurer un Tm  de 47,4°C pour le récepteur en absence de ligand (Figure 52).  

!

Figure 52 : Détermination du Tm du récepteur A2A en absence de ligand par l’appareil Optim  1000 

A partir des spectres d’émission de fluorescence des protéines, une moyenne barycentrique de l’émission de 
fluorescence est calculée car elle permet de lisser le bruit de fond des données spectrales. Ce graphique représente la 
moyenne barycentrique de l’émission de fluorescence (BCM pour Barycentric mean) exprimée en nanomètre en 
fonction de la température en °C.  Le Tm correspond à la température coincidant à la moitié entre le minimum et le 
maximum des valeurs de BCM de cette courbe. 

 

1.5.1.2. Détermination du Tm du récepteur A2A en présence de ligand 

L’appareil Optim 1000 a ensuite été utilisé pour mesurer le Tm du récepteur A2A en 

présence de différentes concentrations en ligand ZM241385, afin d’évaluer si ce ligand a un effet 
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stabilisant sur le récepteur. Pour cela, une concentration constante en récepteur A2A a été 

additionnée de concentration croissante en ligand ZM241385 (0 - 0,1 - 0,316 - 1 - 3,16 - 10 µM) et 

le Tm de ces différents échantillons a été mesuré. Les résultats présentés dans la figure 53 montrent 

que le Tm mesuré pour le récepteur A2A augmente lorsque la concentration en ligand augmente. 

Plus précisément, pour les concentrations de 0,1 et 0,316 µM le Tm est similaire à celui mesuré en 

absence de ligand (47,4°C), par contre à partir de 1 µM le Tm augmente à 48,8°C et continue de 

croitre avec l’augmentation de la concentration en ligand jusqu’à 52,3°C à 10 µM. Ces données 

suggèrent que le ligand ZM241385 a un effet stabilisant sur le récepteur A2A. 

!
Figure 53 : Détermination du Tm du récepteur A2A en présence de concentration croissante en ligand par 

l’appareil Optim  1000 

A : Tableau de valeurs des Tm mesurés en fonction de la concentration en ligand ZM241385 mise en jeu. B : Graphique 
représentant la moyenne barycentrique de l’émission de fluorescence (BCM pour Barycentric mean) exprimée en 
nanomètre en fonction de la température en °C, pour les différentes échantillons analysés. 

 

1.5.2. Détermination du Tm du récepteur A2A avec le kit ProteoStatTM 

La méthode utilisant le kit ProteoStatTM mesure l’émission de fluorescence d’une sonde, qui 

est non fluorescente en milieu aqueux et qui émet de la fluorescence quand elle se fixe. Cette sonde 

se lie aux parties hydrophobes des protéines, qui se retrouvent exposées lors de la dénaturation par 

l’augmentation de température. Avec les protéines membranaires, la présence de détergent à une 

concentration supérieure à la CMC est indispensable pour maintenir les protéines en solution. 

Cependant, les détergents possèdent une queue hydrophobe sur laquelle la sonde peut se fixer et 

génèrent un bruit de fond élevé. En effet, une émission de fluorescence importante est mesurée dans 

le tampon même en absence de protéine, qui n’est donc pas spécifique à la dénaturation des 

protéines. Pour adapter cette méthode à la présence de détergent, j’ai testé différentes 

concentrations en protéine, afin d’améliorer le ratio signal sur bruit. De plus, j’ai soustrait les 

valeurs de fluorescence du tampon seul à celles des échantillons, afin d’en retirer le signal 
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spécifique. Ceci m’a ainsi permis de déterminer un Tm de 47,25°C pour le récepteur A2A purifié en 

absence de ligand (Figure 54). 

!
Figure 54 : Détermination du Tm du récepteur A2A en absence de ligand avec le kit ProteoStatTM 

Graphique représentant la dérivée première des valeurs de fluorescence (d(RFU)/dT) en fonction de la température en 
°C. Le Tm correspond à la température coincidant avec le sommet du pic. L’expérience a été réalisée en triplicat, 
chaque courbe correspondant à une expérience indépendante.

 

Ainsi le Tm du récepteur A2A purifié a été mesuré en absence de ligand par deux méthodes 

qui montrent une très bonne corrélation du Tm mesuré par les deux techniques (47,25 et 47,4°C). 

La mesure du Tm du récepteur, en présence d’une concentration croissante en ligand ZM241385, 

avec l’appareil Optim 1000, a permis de mettre en évidence un effet stabilisant de ce ligand sur le 

récepteur A2A. A partir d’une concentration de 1 µM le Tm augmente à 48,8°C et jusqu’à 52,3°C 

avec 10 µM de ligand. Dans cette étude préliminaire, nous avons testé une première gamme de 

concentration en ligand mais d’autres concentrations pourraient être testées dans le but de visualiser 

plus précisément l’évolution du Tm et évaluer jusqu’à quelle valeur il peut être augmenté. De plus, 

il serait intéressant de réaliser le même type d’expérience avec le kit ProteoStatTM afin de voir si le 

même phénomène est observé et si les valeurs de Tm sont cohérentes avec celles mesurées par 

l’appareil Optim 1000. 

1.6. Discussion 

1.6.1. Production et purifcation du récepteur A2A

Il s’agissait dans cette étude de trouver les conditions de production et purification du 

récepteur A2A dans sa version native. Nous avons réussi à identifier des conditions permettant 

d’obtenir un échantillon assez pur, monomérique, homogène, actif et stable. Néanmoins, ce 

récepteur est présent sous deux formes majoritaires : une forme entière et une forme tronquée à 

l’extrémité C-terminale. Nous avons souhaité travailler avec un récepteur, portant certes des 
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étiquettes pour la purification, mais le plus natif possible. C’est à dire un récepteur non délété, non 

muté et non fusionné à une protéine, afin de se rapprocher au mieux de la réalité biologique pour les 

études à visées pharmaceutiques. Cependant, le récepteur A2A possèdent la particularité d’avoir 

une extrémité C-terminale considérablement longue, qui est par conséquent particulièrement 

sensible à la protéolyse.  

Pour faire face à ce problème, une équipe a développé un récepteur A2A génétiquement 

délété de 96 acides aminés à l’extrémité C-terminale. Ils ont montré que ce mutant est résistant à la 

protéolyse et que cette délétion n’affecte ni la liaison de ligand, ni l’activation de l’adénylate 

cyclase, ni la désensibilisation (Weiss & Grisshammer, 2002). Par la suite, dans la plupart des 

études publiées, l’extrémité C-terminale du récepteur A2A a été génétiquement délétée, pour 

réduire l’hétérogénéité liée à la protéolyse, mais aussi pour diminuer la flexibilité de la protéine 

dans le cadre d’études à des fins structurales (Jaakola et al., 2008 ; Magnani et al., 2008 ; Dore et 

al., 2011 ; Rich et al., 2011 ; Robertson et al., 2011 ; Xu et al., 2011 ; Zhukov et al., 2011 ; Lebon 

et al., 2011a ; Lebon et al., 2011b ; Hino et al., 2012). Une équipe a tout de même travaillé sur le 

récepteur A2A non délété, avec une étiquette 10-histidines en C-terminal, exprimé dans la levure S. 

cerevisiae, et ne semble pas avoir rencontré de problème de dégradation de protéine (O'Malley et 

al., 2007 ; O'Malley et al., 2010). 

Dans notre cas, nous souhaitions travailler avec un récepteur A2A entier, mais nous 

produisons malgré tout une forme tronquée à l’extrémité C-terminale. Ceci peut être le résultat 

d’une dégradation protéique lors de la lyse des cellules ou d’un arrêt spontané de la traduction lors 

de la synthèse protéique. Afin d’obtenir un échantillon parfaitement uniforme, nous pouvons 

envisager différentes options : il s’agirait soit de modifier la construction et travailler avec une 

forme génétiquement délétée d’une partie de l’extrémité C-terminale, soit de revoir les conditions 

d’expression et de lyse afin de ne plus produire cette forme tronquée, soit d’employer une 

chromatographie d’affinité sur avidine pour séparer les formes entières biotinylées des formes 

délétées. Par la suite, il pourrait également être intéressant de compléter la purification par une 

chromatographie d’affinité de ligand, comme cela a été fait pour plusieurs RCPG (Weiss & 

Grisshammer, 2002 ; Warne et al., 2003 ; White & Grisshammer, 2010). Ceci nous permettrait de 

sélectionner uniquement les récepteurs capables de lier un ligand et d’enrichir l’échantillon en 

récepteur actif jusqu’à 100%. 

1.6.2. Mise au point d’un test de fixation de radioligand adapté aux récepteurs purifiés 

La filtration classique paraissant sous-estimer l’activité mesurée pour les échantillons 

purifiés, nous avons voulu mettre au point un test de fixation de radioligand à l’équilibre avec une 
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méthode de séparation plus adaptée aux protéines purifiées. Pour cela, j’ai testé des techniques 

alternatives de séparation des radioligands libres et fixés afin d’identifier celle qui permettait de 

mesurer l’activité spécifique la plus élevée. La précipitation des échantillons purifiés par un 

mélange de γ-globuline/PEG juste avant la filtration sur GF/B a déjà été employée avec succès pour 

mesurer l’activité de liaison de RCPG purifiés (Christoffers et al., 2003 ; de Jong et al., 2004 ; 

Christoffers et al., 2005). Dans nos conditions, cette technique s’est avérée la plus efficace et nous a 

permis de mesurer l’activité la plus élevée. C’est donc cette méthode qui a été retenue pour la suite 

de l’étude. 

Par ailleurs, la méthode de séparation sur mini-colonne SEC a également été décrite dans la 

littérature et utilisée pour mesurer l’activité de liaison de plusieurs RCPG purifiés (Park et al., 2001 

; Weiss & Grisshammer, 2002 ; Park & Wells, 2003 ; Chelikani et al., 2006 ; Fraser, 2006 ; Gan et 

al., 2006 ; Noguchi & Satow, 2006). Cependant, dans nos conditions elle semble tout de même 

sous-estimer l’activité de liaison. Ceci est peut-être lié à un biais technique car la séparation sur la 

colonne nécessite une centrifugation qui peut amener de la variabilité en fonction du temps et de la 

vitesse de rotation, des vitesses d’accélération et décélération, du type de rotor… Notamment, il est 

préférable d’utiliser un rotor oscillant afin que la force centrifuge s’exerce dans un axe parallèle à 

l’axe longitudinal de la colonne favorisant l’élution des protéines. Ne possédant pas ce matériel au 

laboratoire j’ai utilisé un rotor à angle fixe dans lequel la force centrifuge s’exerce avec un angle de 

45° par rapport à l’axe longitudinal de la colonne. Dans ces conditions, il est possible que les 

protéines n’aient pas été éluées correctement et qu’une partie se soient adsorbées au plastique de la 

colonne, sous-estimant alors l’activité mesurée.  

1.6.3. Etude d’interaction ligand/récepteur purifié par SPR 

L’objectif était de mettre au point l’étude d’interaction ligand/récepteur purifié par SPR et 

de comparer les résultats avec ceux obtenus en test de fixation de radioligand à l’équilibre. Une 

étude cinétique en un seul cycle (« One single cycle kinetic ») nous a permis de déterminer l’affinité 

et le nombre total de site de liaison par SPR. Les résultats sont assez cohérents entre les deux 

méthodes, bien que le nombre total de site de liaison diffère un peu. Cependant, l’étude en SPR est 

assez préliminaire et les conditions expérimentales peuvent encore être optimisées. Notamment, au 

cours des expériences réalisées, nous avons pu remarquer que la capture des récepteurs n’était pas 

parfaitement stable, ce qui peut compliquer et même fausser l’analyse cinétique. Il est donc 

nécessaire de stabiliser la capture des récepteurs. Pour cela, nous pourrions envisager une méthode 

hybride comme cela a déjà été mis en œuvre (Rich et al., 2011). Cette méthode combine une 

capture par affinité, qui permet de sélectionner, orienter et concentrer les récepteurs, suivie d’un 

couplage chimique de type amine, qui permet de lier les protéines de façon covalente.  
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Par ailleurs, nous avons choisi d’utiliser la méthode de cinétique en un seul cycle pour palier 

au problème de la dissociation lente du ligand ZM241385, mais nous aurions également pu tester 

d’autres approches. Par exemple, un lavage de 60 min avec le tampon de course entre chaque 

injection de composé semblerait permettre un bon retour à la ligne de base (Robertson et al., 2011). 

Nous envisageons également d’expérimenter une méthode de « régénération par déplacement » 

(Rich et al., 2011). Dans cette approche, les ligands liés sont déplacés par un composé de faible 

affinité, injecté à des concentrations élevées. Celui-ci sature les sites de fixation disponibles et 

bloque la reliaison du ligand de haute affinité. Puis un lavage avec le tampon de course permet 

d’éliminer le composé de faible affinité. D’autre part, jusqu’ici nous avons utilisé une piste vide 

comme référence. Par la suite, la capture d’un autre RCPG, qui ne lie pas le ligand ZM241385, dans 

le canal de référence serait idéale pour déterminer s’il existe une liaison non spécifique. Ceci 

permettrait de renforcer la spécificité de la liaison du ligand ZM241385 dans le site de fixation du 

récepteur A2A. 

1.6.4. Etude de thermostabilité 

Afin de voir si le ligand ZM241385 pouvait stabiliser le récepteur A2A, nous souhaitions 

mesurer le Tm du récepteur en absence puis en présence de ligand. Ces expériences ont été réalisées 

avec l’appareil Optim 1000 et ont montré un effet stabilisant du ligand ZM241385 sur le 

récepteur A2A. Avec le kit ProteoStatTM un Tm a pu être mesuré en absence de ligand, de façon 

cohérente avec celui mesuré par l’appareil Optim 1000, mais l’étude en présence de ligand doit 

encore être réalisée. Par ailleurs, il existe une autre sonde fluorescente (CPM) qui semble plus 

adaptée aux protéines membranaires en présence de détergent, car elle ne se lie pas aux parties 

hydrophobes mais aux cystéines. Cette sonde thiol-spécifique a une fluorescence extrêmement 

faible en milieu aqueux mais qui augmente très fortement lorsqu’elle se lie aux cystéines. Sous 

réserve que la protéine possède des cystéines libres enfouies à l’intérieur de sa structure 

tridimensionnelle, lors de la dénaturation des protéines induite par la chaleur, ces cystéines vont être 

exposées et devenir accessibles à la sonde CPM. Celle-ci peut alors se lier et émettre de la 

fluorescence traduisant la dénaturation des protéines. Cette sonde a déjà été employée pour des 

études de thermostabilité avec des RCPG (Alexandrov et al., 2008 ; Liu et al., 2010) et notamment 

avec le récepteur A2A (O'Malley et al., 2010). Dans ces travaux, le Tm du récepteur A2A a été 

mesuré en absence et en présence de ligands et un effet stabilisant des ligands a été mis en évidence. 

En revanche, les Tm mesurés sont moins élevés que ceux mesurés dans nos conditions. Nous 

souhaitons donc tester la sonde CPM, pour comparer les valeurs avec la même technique, afin 

d’évaluer si cette différence de Tm provient de la protéine elle-même ou de la technique employée.  



! ""$!

D’autre part, une autre approche pour la mesure du Tm est fréquemment utilisée pour les 

RCPG, notamment pour l’établissement de mutants thermostables, qui n’est pas basée sur la 

fluorescence mais sur l’activité de liaison de ligand (Magnani et al., 2008 ; Serrano-Vega et al., 

2008 ; Miller & Tate, 2011 ; Lebon et al., 2011a). Dans ces études, les récepteurs sont incubés un 

temps fixe à différentes températures avant de réaliser l’expérience de fixation de radioligand. Plus 

la température d’incubation est élevée, plus l’activité de liaison de ligand est faible, traduisant la 

dénaturation des protéines. Un graphique représentant l’activité de liaison mesurée en fonction de la 

température permet de déterminer le Tm du récepteur. Cette méthode a été employée avec le 

radioligand [3H]ZM241385, pour déterminer le Tm du récepteur A2A natif, afin de le comparer à 

celui des mutants (Magnani et al., 2008 ; Robertson et al., 2011). Nous avons remarqué que les Tm 

mesurés par cette approche sont moins élevés que ceux mesurés par les techniques utilisant la 

fluorescence. Il serait donc intéressant de comparer les valeurs de Tm, obtenues par la technique de 

fixation de radioligand et par les méthodes de fluorescence, sur un même échantillon, afin de 

vérifier si ces différences sont liées à l’échantillon ou dépendantes de la technique utilisée. Cela 

permettrait peut-être de mettre en évidence que les deux techniques ne mesurent pas le même 

niveau de dénaturation et que la perte de l’activité de liaison se produit avant la dénaturation 

tridimensionnelle des récepteurs. De la même manière, une analyse comparative sur un même 

échantillon de récepteur A2A purifié a montré que le Tm mesuré par la sonde CPM, qui traduit une 

dénaturation de la structure tridimensionnelle des protéines, est plus faible que celui mesuré par 

dichroisme circulaire, qui révèle une dénaturation des structures secondaires. Ceci mets en évidence 

que la dénaturation de la structure tridimensionnelle des protéines se produit avant la dénaturation 

des structures secondaires (O'Malley et al., 2010). 

1.6.5. Conclusions et perspectives 

L’objectif de l’étude du récepteur A2A était de mettre au point un certain nombre de 

techniques d’analyses biochimiques et biophysiques pour ensuite pouvoir les appliquer au récepteur 

MT1. Certaines ont été mise au point avec succès et sont directement applicables au récepteur MT1, 

telles que le SEC-MALS, la microscopie électronique, le test de fixation de radioligand adapté aux 

protéines purifiées. D’autres nécessitent encore de l’optimisation avant de pouvoir être transférées 

au récepteur MT1, comme la SPR et les études de thermostabilité. Par la suite, nous aimerions 

approfondir certaines études afin de valider leur capacité à aller plus loin dans l’analyse. Nous 

voulons notamment poursuivre les études en SPR afin d’évaluer la possibilité d’analyser les 

interactions avec d’autres ligands mais aussi avec des partenaires protéiques et d’étudier l’effet de 

ligands variés sur ces interactions protéiques. Nous souhaitons également continuer les études de 

thermostabilité en vue de comparer différentes techniques et d’évaluer l’impact d’autres paramètres 
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sur la stabilité. Parallèlement, d’autres méthodes d’analyses biophysiques pourront être mise en 

place (dichroisme circulaire, DLS, ITC, thermophorèse…), qui renforceront les données obtenues 

et/ou apporteront des informations complémentaires. Par ailleurs, la qualité des échantillons 

actuellement produits permet de réaliser des criblages in vitro dans un environnement expérimental 

contrôlé. Des essais sont actuellement en cours avec ce récepteur, pour adapter à la présence de 

détergent une technique de SPR inverse qui permet de cribler une banque de ligand à l’aide de 

protéines purifiées. Le récepteur A2A est également utilisé pour cribler une banque de fragments 

d’anticorps par la technique de phage display. L’identification d’un fragment d’anticorps, 

interagissant avec ce récepteur, ouvrirait des perspectives de développement d’outils spécifiques 

pour l’immunodétection, la stabilisation du récepteur dans des études structurales ou encore pour 

des approches d’immunothérapie. 

 

2. Production, purification et caratérisation du récepteur MT1 

2.1. Introduction 

Le récepteur de la mélatonine MT1 est le récepteur d’intérêt dans ce projet. Un des effets les 

plus connus de l’activation des récepteurs MT1 et MT2 par la mélatonine concerne la régulation des 

rythmes biologiques, particulièrement le cycle circadien. Les dysfonctionnements dans la 

signalisation de la mélatonine provoquent des dérèglements physiologiques et entrainent 

notamment des troubles du sommeil et des phénomènes de dépression. Ils sont également impliqués 

dans des physiopathologies au niveau des systèmes cardiovasculaires, immunitaires, 

inflammatoires… Deux agonistes de la mélatonine constituent des molécules thérapeutiques et sont 

actuellement vendus sur le marché pharmaceutique : le Rameltéon (Takeda Pharmaceuticals, 

Osaka, Japon) pour le traitement des troubles du sommeil et l’Agomélatine® (LLS, Suresnes, 

France) pour le traitement de la dépression. L’obtention d’informations structurales sur ces deux 

récepteurs, très étudiés au sein de la société Servier, revêt donc un intérêt particulier.  

De nombreuses études in vivo ainsi qu’en contexte cellulaire ou membranaire ont été 

réalisées sur la mélatonine et ses récepteurs afin d’obtenir des informations sur leurs rôles 

physiologiques et leurs voies de signalisations (Slominski et al., 2012). Des caractérisations 

pharmacologiques à l’aide de radioligand ont été publiées sur des récepteurs de la mélatonine 

humains (Browning et al., 2000), ovins (Maillet et al., 2004), de rat (Audinot et al., 2008) et de 

souris (Devavry et al., 2012). De nouveaux ligands et radioligands ont été développés (Audinot et 

al., 2003 ; Mesangeau et al., 2010 ; Legros et al., 2013). Des études sur l’homo- et l’hétéro- 
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dimérisation de ces récepteurs ont également été réalisées (Ayoub et al., 2002 ; Ayoub et al., 2004 ; 

Jockers et al., 2008). Une étude in vitro a été réalisée sur les récepteurs MT1 et MT2 entiers 

purifiés, par la technique de purification d’affinité en tandem (Tandem Affinity Purification, TAP) 

pour l’identification de nouveaux partenaires d’interaction (Daulat et al., 2007). Mais globalement, 

peu d’études in vitro sur ces récepteurs entiers purifiés ont été publiées. Notamment, aucune 

caractérisation des récepteurs et étude d’interaction in vitro par des approches biophysiques n’ont 

été rapportées sur les récepteurs de la mélatonine.  

Nous avons donc souhaité mettre en place un projet visant à enrichir les connaissances 

structurales et fonctionnelles sur les récepteurs de la mélatonine, en commençant par le récepteur 

MT1. Ce projet consiste à employer un ensemble d’approches biochimiques et biophysiques, pour 

analyser finement et spécifiquement différentes propriétés physico-chimiques des récepteurs 

purifiés, dans un environnement expérimental contrôlé, en présence ou en absence de partenaires 

d’interaction choisis. Ce type d’étude nécessite de disposer de récepteurs purs, actifs, homogènes et 

stables, en quantité suffisante. Or, à notre connaissance, aucun article n’a été publié concernant la 

surexpression et la purification du récepteur MT1 en qualité et quantité compatible avec études in 

vitro. En outre, il n’existe pas de méthode universelle pour la production et la purification des 

RCPG, chacun se comportant différemment. De ce fait, les conditions doivent être mise au point 

pour chaque récepteur étudié, y compris pour MT1.  

Cette étude, dont les résultats majeurs sont regroupés dans l’article scientifique suivant,  a 

donc démarré par l’évaluation d’un certain nombre de constructions protéiques et de systèmes 

d’expression pour la production du récepteur de la mélatonine MT1. Puis, nous avons réalisé un 

criblage des conditions de solubilisation et purification des récepteurs avec différents détergents. 

Comme pour le récepteur A2A, la molécule CHS a systématiquement été ajoutée, pour favoriser le 

maintien de l’activité de liaison, ainsi qu’un ligand antagoniste pour aider à stabiliser les récepteurs. 

Nous avons ici utilisé l’antagoniste D600, d’affinité inférieure à la mélatonine, afin de ne pas gêner 

les tests de fixation de radioligand réalisés par la suite. Les échantillons produits ont été analysés 

par chromatographie d’exclusion stérique, SDS-PAGE, microscopie électronique et tests de fixation 

de radioligands à l’équilibre afin d’évaluer leur état d’oligomérisation, leur pureté, leur 

homogénéité et leur activité de liaison de ligand. Puis, une caractérisation pharmacologique plus 

approfondie a été réalisée sur le meilleur échantillon de récepteur MT1 purifié obtenu, afin de 

mesurer les constantes d’inhibition d’une trentaine de composés connus pour interagir avec ce 

récepteur et de comparer ces valeurs avec celles du récepteur MT1 exprimé dans des membranes de 

cellules de mammifères CHO. 
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GH:TO!9/BP,D!I,5,C41402! 45!B.?,/F! F.3D4,F! CB/! .?,! 4FB20.4B5!BC! 01.4P,! /,1B@I4505.! /,1,9.B/F!

&H>":! a$%bN! GQ#! a$&bN! ::#:! a$'bN! 0F! J,22! 0F! CB/! 0! 53@I,/! BC! B.?,/! 120FF! :! /,1,9.B/F! J,!

45P,F.4E0.,D!a3593I24F?,D!D0.0bW!

Z5! 022! .?,F,! F.3D4,F! J4.?! GH:TO! ?BJ,P,/N! 5B! 123,! J0F! E4P,5! B5! .?,! ?B@BE,5,4.K! 05D!

9B2KD4F9,/F4.K!BC!.?,!FB23I424M,D!5B/!93/4C4,D!F0@92,FW!8/B@!B3/!O\G!05D!\A!D0.0!B5!GH:TO7

./,0.,D!F0@92,FN!J,!BIF,/P,D!?,.,/BE,5,B3F!90/.412,F!BC!?4E?!@B2,1320/!F4M,FN!F3EE,F.45E!.?0.!

GH:TO! DB,F! 5B.! C322K! FB23I424M,! "<! '&()*+#(! @,@I/05,F! I3.! /0.?,/! E,5,/0.,F! 249B9/B.,45!

1B@92,-,F! BC! P0/4B3F! D4@,5F4B5F! .?0.! /,@045! FB23I2,! 0C.,/! 32./01,5./4C3E0.4B5W! O31?!

,5P4/B5@,5.! 099,0/F! J,227F34.,D! CB/! @045.04545E! 24E05D7I45D45E! 01.4P,! A>"N! J?,/,0F!

@B5B@,/41!/,1,9.B/F!C322K!FB23I424M,D!J4.?!8BF"%!F,,@!.B!?0P,!2BF.!.?4F!109014.KN!@B/,!24`,2K!

D3,! .B! FB@,! D,2494D0.4B5! 4FF3,FW! S,! .?3F! 2BB`! CB/N! 05D! F311,,D,D! .BN! 4D,5.4CK45E! .?,! /4E?.!

1B@I450.4B5! BC! 8BF"%! 05D! GH:TO! .?0.! BCC,/F! 0! EBBD! 1B@9/B@4F,! I,.J,,5! .?,F,! .JB!

F4.30.4B5FN! 2,0D45E! .B! 0! /,20.4P,2K! 93/,N! ?B@BE,5,B3FN! @B5B@,/41! 05D! 24E05D7I45D45E!

1B@9,.,5.!A>"!/,1,9.B/!.?0.!105!I,!3.424M,D!CB/!#2!,#)+*!F.3D4,FW!

Z5!1B@90/4FB5!J4.?!/,C,/,51,!@,@I/05,!F0@92,FN!.?4F!@0.,/402!.?,5!F,/P,D!CB/!05!,-.,5F4P,!

,P0230.4B5! BC! 4.F! @B2,1320/! 9?0/@01B2BEK! .BJ0/DF! 0! 1B22,1.4B5! BC! #)! 1B@9B35DF! C/B@! B3/!

@,20.B545! 24I/0/KW! ABF.! /,@0/`0I2KN! .?,! 45?4I4.4B5! 90/0@,.,/F!@,0F3/,D! 45! 24E05D7I45D45E!

1B@9,.4.4B5!,-9,/4@,5.F!/,P,02,D!0!9?0/@01B2BEK!BC!.?,!93/4C4,D!/,1,9.B/!P,/K!12BF,!.B!A>"!

45!GH;!@,@I/05,F!CB/!.?,!#)!@B2,132,FW!>?4F!0502KF4F!.?3F!P024D0.,!.?,!c3024.K!BC!.?,!93/4C4,D!

@0.,/402! J?41?! 1B32D! C3/.?,/@B/,! I,! BC! 90/.41320/! 45.,/,F.! CB/! 9/4@0/K! F1/,,545E! BC! A>"7

I45D45E!@B2,132,FW!:F!5B!1,22320/!5B/!@,@I/05,B3F!0/.4C01.F!0/,!F3F1,9.4I2,!.B!45.,/C,/,!J4.?!

.?,! 0FF0KN! 93/4C4,D! A>"! F0@92,F! JB32D! 45D,,D! /,P,02! P,/K! ?,29C32! CB/! 24@4.45E! .?,! C02F,!

9BF4.4P,! /0.,!3F3022K!,-9,/4,51,D!J4.?!120FF4102! F1/,,545EF! a$(N!$)bW!;IP4B3F2KN! 45! .?4F!0FF0K!

CB/@0.N! 5B! 45D410.4B5! 4F! E4P,5! B5! .?,! X79/B.,45! 1B39245E! 05D! F4E50245E! 9/B9,/.4,F! BC! .?,!

1B@9B35DF!J?42,!J,!`5BJ!.?,!4@9B/.051,!BC!.?,!1B39245EN!90/.41320/2K!45!.?,!@,20.B545,/E41!

FKF.,@!0F!/,1,5.2K!D,F1/4I,D!a#+bW!^,P,/.?,2,FFN!45!B3/!20IB/0.B/KN!9/,24@450/K!/,1B5F.4.3.4B5!

,-9,/4@,5.F!J,/,!F311,FFC322K!1B5D31.,D!45!0!1B5./B22,D!@,@I/05,!,5P4/B5@,5.N!!1B5C4/@45E!

.?,! C351.4B5024.K! BC! .?,! 93/4C4,D! A>"! 45! 05! 0EB54F.7D,9,5D,5.! X! 9/B.,45! 01.4P0.4B5! 0FF0KW!

83/.?,/!05D!D,.042,D!45P,F.4E0.4B5F!0/,!B5EB45E!I3.!.?,!9/,F,5.!D0.0!02/,0DK!F./,5E.?,5!.?,!

3F,C325,FF!BC!F31?!@0.,/402!CB/!#2!,#)+*!F.3D4,F!BC!A>"W!!

Z5.,/,F.45E2KN! .?4F! F.3DK! 02FB! ?4E?24E?.,D! 0! @0/`,D! D4CC,/,51,! 45! 24E05D! 0CC454.4,F! J?,5! .?,!

/,1,9.B/!J0F!0FF0K,D!45!"<!'&()*+#(!@,@I/05,F!1B@90/,D!.B!.?,!GH;!F0@92,FW!>?4F! 4F! 24`,2K!

D3,!.B!D4CC,/,51,F!45!@,@I/05,!2494D!1B@9BF4.4B5!I,.J,,5!K,0F.!05D!@0@@02405!1,22!a$*bW!Z5!
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J?41?!?0F!I,,5!/,9B/.,D!.B!I,!,FF,5.402!CB/!.?,!01.4P4.K!BC!0!E/BJ45E!53@I,/!BC!XTGYF!a%+bW!

>?,!2BJ,/!9d4!P023,F!J,!BIF,/P,D!45!"<!'&()*+#(!@,@I/05,F!1B32D!I,!.?,5!/,20.,D!.B!.?,!201`!

BC!1?B2,F.,/B2!.?0.!4F!5B.!1B@9,5F0.,D!IK!.?,!K,0F.!,/EBF.,/B2N!45!0!F4@420/!J0K!.?0.!J?0.!J0F!

BIF,/P,D!CB/!.?,!?3@05!@37B94B4D!/,1,9.B/!,-9/,FF,D!45!.?,!K,0F.!=&$$%&+*0L$-(!$-+-,#(#&-!

a%"bW! GB5F4F.,5.2KN! .?,! GH;724`,! 9d4! P023,F! /,F.B/,D! 45! A>"! 93/4C4,D! C/B@! .?,! K,0F.!
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a"b!dBI42`0!QdW!:@45B!05D! 10/IB-K2! .,/@4502!@BD4C410.4B5F! .B! C01424.0.,! .?,!9/BD31.4B5! 05D!

93/4C410.4B5!BC!0!X!9/B.,4571B392,D!/,1,9.B/W!:502!Q4B1?,@W!"**&N!#$"a"b=#'*7("W!

a#b!dBI42`0!QdN!U,394!<W!GB5CB/@0.4B502! 1B@92,-4.K!BC!X79/B.,4571B392,D! /,1,9.B/FW!>/,5DF!

T?0/@01B2!O14W!#++(N!#)a)b=$*(7%+'W!

a$b!S,4F!SZN!dBI42`0!QdW!O./31.3/02!45F4E?.F!45.B!X79/B.,4571B392,D!/,1,9.B/!01.4P0.4B5W!G3//!

;945!O./31.!Q4B2W!#++)N!")a'b=($%7%+W!

a%b! O.,K0,/.! VN! dBI42`0! QdW! ^05BIBDK! F.0I424M0.4B5! BC! X! 9/B.,4571B392,D! /,1,9.B/!

1B5CB/@0.4B502!F.0.,FW!G3//!;945!O./31.!Q4B2W!#+""N!#"a%b=&'(7(#W!

a&b! YB.?!QLN!A0/F?022! 8HW!^;Q\L! #+"#! G?,@4F./K=! O.3D4,F! BC! 0! 3I4c34.B3F! /,1,9.B/! C0@42KW!

^0.3/,W!#+"#N!%*#a(%#(b=&(W!

a'b!:/,5D.!VW!A,20.B545W!G245!\5DB1/45B2!a;-Cb!"*))N!#*=#+&7##*W!
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a"&b!A0/c3,F! QN! L4E3B/4! LN! T012,.!AHN! k422,E0F7A,5DRM!:N! YB.?,!YN!AB/,2! 8N! L,5B/@05D! VLW!

L49BFB@,7@,D40.,D!1,22320/!D,24P,/K!BC!01.4P,!E9*"a9?B-bW!TLBO!;5,W!#++(N!#a*b=,)&'W!

a"'b! :5D/R! ^N! G?,/B30.4! ^N! T/302! GN! O.,CC05! >N! �,D,/7L3.M! XN!A0E545! >N! T0..3F! 8N!A41?,2! HN!

S0E5,/! YN! Y,45?0/.! GW! \5?05145E! C351.4B502! 9/BD31.4B5! BC! X! 9/B.,4571B392,D! /,1,9.B/F! 45!

T41?40!90F.B/4F!.B!2,P,2F!/,c34/,D!CB/!F./31.3/02!F.3D4,F!P40!0!F45E2,!,-9/,FF4B5!F1/,,5W!T/B.,45!
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a"(b!H0FF045,!XN!S0E5,/!YN!d,@9C! VN!G?,/B30.4!^N!H0FF045,!^N!T/302!GN!:5D/R!^N!Y,45?0/.!GN!

T0..3F! 8N! L35DF./B@! dW! O,@24`4! 8B/,F.! P4/3F! P,1.B/F! CB/! BP,/,-9/,FF4B5! BC! "+"! X! 9/B.,457

1B392,D!/,1,9.B/F!45!@0@@02405!?BF.!1,22FW!T/B.,45!\-9/!T3/4CW!#++'N!%&a#b=$%$7&"W!

a")b! H0FF045,! XN! U,23M! GN! L4! <UN! X/0CC! :N! kBE,2! HN! ^3/K! HW! L0/E,! F102,! ,-9/,FF4B5! 05D!

93/4C410.4B5!BC!.?,!@B3F,!&7H>$!/,1,9.B/W!Q4B1?4@!Q4B9?KF!:1.0W!#+"$N!")#)a""b=#&%%7&#W!

a"*b! :3D45B.! kN! A04224,.! 8N! L0?0K,7Q/0FF,3/! GN! QB5503D! :N! L,! X:N! :@BFF,! GN! U/B@045.! ON!
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a##b!A04224,.!8N!:3D45B.!kN!A02903-!QN!QB5503D!:N!U,20E/05E,!TN!A4E03D!AN!Q0//,..!TN!k403D7

A0FF30/D! AGN! L,F4,3/! UN! L,CB32B5! 8N! Y,50/D! TN! QB3.45! V:W! AB2,1320/! 9?0/@01B2BEK! BC! .?,!
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a#$b!GBE,!8N!X3,545!OTN!8,/K!ZN!A4E03D!AN!U,P0P/K!ON!O23EB1`4!GN!L,E/BF!GN!;3P/K!GN!GB?,5!SN!
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1?0/01.,/4M0.4B5! BC! /0.! @,20.B545! A>"! 05D! A>#! /,1,9.B/FW! Q4B1?,@! T?0/@01B2W! #++)N!
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2.3. Conclusions et perspectives 

L’objectif de cette étude était de mettre au point les conditions de production et purification 

du récepteur MT1 pour ensuite l’étudier in vitro par diverses techniques biochimiques et 

biophysiques. L’utilisation du système d’expression levure P. pastoris et d’un mélange de détergent 

pour la solubilisation et la purification, nous a permis d’obtenir un échantillon relativement pur, 

homogène, monomérique, avec une importante activité de liaison de la mélatonine et un profil 

pharmacologique très proches des récepteurs MT1 exprimés dans des membranes de cellules de 

mammifères CHO. Les techniques de microscopie électronique et de test de fixation de radioligand 

adapté aux protéines purifiées, qui ont été mises au point sur le récepteur A2A, ont pu être 

appliquées avec succès au récepteur MT1 dans cette étude. Par la suite, nous poursuivrons l’analyse 

du récepteur MT1 avec d’autres méthodes qui sont en cours d’optimisation sur le récepteur A2A. 

Nous étudierons notamment les interactions ligands/récepteurs purifiés par des approches 

biophysiques (SPR, ITC, thermophorèse…) qui permettront de renforcer les données obtenues et 

d’apporter des informations complémentaires. Nous souhaitons également réaliser des études 

d’interaction du récepteur MT1 avec des partenaires protéiques et analyser l’effet des différents 

ligands sur ces interactions protéiques. Des études de thermostabilité pourront aussi être initiées, 

afin d’évaluer l’impact de différents paramètres (ligand, lipide, pH, sels…) sur la stabilité des 

récepteurs et identifier les conditions dans lesquelles les récepteurs MT1 sont les plus stables. Par 

ailleurs, la qualité des échantillons purifiés nous permet d’envisager leur utilisation pour des 

approches de criblage criblages in vitro dans un environnement expérimental contrôlé. En effet, des 

techniques de criblage de molécules par SPR inverse et de criblage de banque de fragments 

d’anticorps par phage display sont actuellement en cours de développement sur le récepteur A2A et 

nous espérons pouvoir les appliquer au récepteur MT1 par la suite. 

 

3. Essais de stabilisation du récepteur MT1 

3.1. Introduction 

Comme cela a été présenté dans le chapitre précédent, le récepteur MT1 est exprimé dans la 

levure P. pastoris avec un bon niveau d’expression de protéine capable de fixer le radioligand 

agoniste [3H]mélatonine. Lors du criblage des conditions de solubilisation et purification avec 

différents détergents, nous avons observé notamment deux comportements opposés. Avec le 

CHAPS, les échantillons sont agrégés et multimériques, avec un faible niveau de pureté, mais une 

activité de liaison partiellement maintenue. Avec le Fos14, les échantillons sont monomériques et 

homogènes, avec un haut niveau de pureté, mais une activité de liaison quasiment nulle. Au vu de 
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ces résultats, nous avons envisagés deux stratégies afin d’obtenir des échantillons non agrégés mais 

actifs. D’une part, nous avons réalisé des essais de purification en mélange de détergents Fos14 et 

CHAPS, visant à conserver les propriétés bénéfiques de chacun, dont les résultats ont été présentés 

dans le chapitre précédent. Parallèlement, à partir des échantillons monomériques, homogènes et 

purs obtenus avec le Fos14, nous avons cherché à identifier des conditions expérimentales 

permettant de rétablir l’activité de liaison des récepteurs MT1. Outre la dénaturation totale du 

récepteur, différentes raisons peuvent en effet expliquer l’altération de l’activité de liaison de 

ligand : (i) la perte d’un lipide ou d’un cofacteur essentiel, (ii) le fait que la structure micellaire ne 

mime pas correctement l’environnement membranaire ou (iii) que celle-ci gêne l’accessibilité au 

site de fixation. Dans cette optique, j’ai donc évalué la capacité d’agents stabilisants et de systèmes 

de reconstitution de protéine membranaire à restaurer l'activité du récepteur MT1 purifié en Fos14. 

3.2. Ajout de lipides 

Bien que la solubilisation et la purification avec le Fos14 aient été réalisées en présence de 

CHS, un analogue de cholestérol, une hypothèse est qu’il manque un autre lipide essentiel à 

l’activité des récepteurs MT1. Nous avons donc expérimenté l’ajout de lipide, afin d’évaluer si cela 

permettait de rétablir l’activité de liaison du récepteur. Pour cela, j’ai testé différents types de 

lipides : des lipides purifiés tels que des DMPC, DOPC, DOPS, ou des mélanges complexes de 

lipides comme un extrait de lipides de cerveau de porc (Lipide Brain Extract, LBE) et un extrait de 

lipides de soja (Asolectine, Aso). J’ai incubé le récepteur MT1 purifié en Fos14/CHS avec ces 

différents lipides, puis j’ai réalisé un test de fixation de radioligand à l’équilibre avec la mélatonine 

tritiée sur les différents échantillons (Figure 55). Le contrôle positif de membrane P. pastoris 

exprimant le récepteur MT1 présente une activité de liaison spécifique de 12 pmol/mg, 

correspondant à la valeur attendue. Par contre, aucune liaison spécifique n’a pu être mesurée pour 

les échantillons MT1 purifiés en Fos14/CHS seul ou additionnés de différents types de lipides. Ceci 

révèle que l’addition de ces lipides n’a pas permis de restaurer l’activité de liaison du récepteur 

MT1 purifié en Fos14/CHS, dans les conditions testées.  
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!
Figure 55 : Test de fixation du radioligand sur le récepteur MT1 additionné de lipides 

A : Graphique illustrant les résultats du test de fixation de radioligand et B : tableau de valeurs exprimé en pmol de 
récepteur ayant fixé un ligand par mg de protéine totale (poml/mg) ; avec les écarts types (ET). Les valeurs non 
significatives sont indiquées par l’abréviation : ns. Ce test a été réalisé sur des membrane P. pastoris exprimant le 
récepteur MT1 (MB MT1), sur le récepteur MT1 purifié en Fos14/CHS seul (MT1) ou additionné de différents types de 
lipides (MT1/DMPC ; MT1/DOPC ; MT1/DOPS ; MT1/LBE ; MT1/Aso). Une concentration de 50 nM de 
[3H]mélatonine et la méthode de séparation par précipitation au PEG avant filtration ont été utilisées. 

 

3.3. Echange des détergents avec des polymères amphiphiles 

Une autre approche a consisté à modifier l’environnement de la protéine en échangeant les  

détergents Fos14 avec des polymères amphiphiles tels que les amphipols. Ces molécules n’ont pas 

la capacité d’extraire les protéines membranaires des bicouches lipidiques. Cependant, elles peuvent 

être substituées aux détergents par la suite pour maintenir les protéines en solution en s’adsorbant 

sur leurs parties hydrophobes. Ces polymères semblent fournir aux protéines membranaires un 

environnement moins dénaturant que celui fourni par les détergents, notamment en raison de leur 

efficacité limitée à perturber les interactions protéiques intramoléculaires ou protéines-lipides. 

Plusieurs études ont montré que les protéines membranaires étaient plus stables en amphipols qu’en 

détergents (Tribet et al., 1996 ; Gohon et al., 2008). De plus, les amphipols ont été utilisés avec 

succès pour la renaturation in vitro des RCPG, après expression en corps d’inclusion bactériens et 

purification en conditions dénaturantes (Pocanschi et al., 2006 ; Dahmane et al., 2009 ; Baneres et 

al., 2011). Parmi les différents types d’amphipols développés ces dernières années, nous nous 

sommes intéressés aux amphipols non ioniques à base de glucose (NAPols). Ceux-ci présentent 

l’avantage d’être neutres, contrairement aux amphipols A8-35 (APols) qui sont chargés. En effet, la 

charge limite la gamme de pH utilisable pour les A8-35, car ils commencent à précipiter en dessous 

d’un pH de 7,5. La présence de charges peut également générer des attractions ou des répulsions 

électrostatiques, qui peuvent donner lieu à des liaisons non spécifiques avec des ligands chargés ou 

au contraire empêcher des interactions par répulsion. De plus, les NAPols ont déjà montré leur 

efficacité pour la stabilisation de RCPG (Bazzacco et al., 2012 ; Rahmeh et al., 2012). Nous avons 

donc testé l’échange du détergent Fos14 avec les NAPols, afin d’évaluer si les NAPols pouvaient 
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favoriser une conformation du récepteur capable de fixer le ligand agoniste mélatonine. 

Parallèlement, nous avons également testé la stabilisation en NAPols en présence de lipides, pour 

voir si la combinaison des deux pouvait avoir un effet synergique sur l’activité du récepteur MT1 

purifié. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec le Pr. Ange Polidori, qui nous a 

fourni les NAPols. J’ai incubé les NAPols avec les récepteurs MT1 purifiés en Fos14/CHS, 

additionnés ou non de lipides, puis j’ai éliminé les détergents à l’aide de billes de polystyrène 

(Biobeads). J’ai ensuite soumis les échantillons contenant les complexes récepteurs/NAPols ou 

récepteurs/lipides/NAPols à un test de fixation de radioligand à l’équilibre avec la [3H]mélatonine 

(Figure 56). Le contrôle positif de membrane P. pastoris exprimant le récepteur MT1 indique une 

liaison spécifique de 12 pmol/mg, correspondant à une valeur habituelle. Les récepteurs MT1 

purifiés en Fos14/CHS ne montrent pas de liaison spécifique, comme cela a déjà été observé. Les 

récepteurs MT1 stabilisés en NAPol seul révèlent une liaison spécifique de 3,2 pmol/mg et ceux 

stabilisés par les NAPols en présence de lipides montrent une liaison comprise entre 2,1 et 3,2 

pmol/mg. L’addition de lipide ne semble donc pas avoir d’effet bénéfique par rapport aux NAPols 

seuls. Par ailleurs, pour 100% de récepteur MT1 pur et actif, on attendrait 18 500 pmol/mg. 

L’activité de liaison mesurée sur les échantillons MT1 stabilisés en NAPols (≈ 3 pmol/mg) 

correspondrait donc à moins de 0,1 % de récepteur pur et actif. Ceci met en évidence que, dans les 

conditions testées, les NAPols, seuls ou en combinaison avec des lipides, n’améliorent que très 

faiblement l’activité de liaison de ligand du récepteur MT1.  

!
Figure 56 : Test de fixation du radioligand sur le récepteur MT1 stabilisé en NAPols seul ou additionné de lipides 

A : Graphique illustrant les résultats du test de fixation de radioligand et B : tableau de valeurs exprimées en pmol de 
récepteur ayant fixé un ligand par mg de protéine totale (pmol/mg), avec les écarts types (ET). Les valeurs non 
significatives sont indiquées par l’abréviation : ns. Ce test a été réalisé sur des membrane P. pastoris exprimant le 
récepteur MT1 (MB MT1), sur le récepteur MT1 purifié en Fos14/CHS (MT1/Fos14), sur le récepteur MT1 stabilisé en 
NAPols seul (MT1/NAPols) ou stabilisé en NAPols et additionné de différents types de lipides (MT1/NAPol/DMPC ; 
MT1/NAPol /DOPC ; MT1/NAPol /DOPS ; MT1/NAPol /LBE ; MT1/NAPol /Aso). Une concentration de 50 nM de 
[3H]mélatonine et la méthode de séparation par précipitation au PEG avant filtration ont été utilisées. 
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  pmol/mg ET 

MB MT1 12,0 1,3 

MT1/Fos 14 ns ns 

MT1/NAPol 3,2 0,3 

MT1/NAPol/DMPC 2,5 0,2 

MT1/NAPol/DOPC 2,3 0,7 

MT1/NAPol/DOPS 2,3 0,3 

MT1/NAPol/LBE 2,1 0,5 

MT1/NAPol/Aso 3,1 0,4 
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3.4. Reconstitution en nanodisques 

Une autre possibilité, pour stabiliser le repliement natif des récepteurs en solution, consiste à 

employer des systèmes lipidiques, tels que les nanodisques, qui miment au plus près la membrane. 

Les nanodisques sont de petits disques de bicouche lipidique dont la structure est stabilisée par des 

lipoprotéines hélicoïdales appelées MSP (Membrane Scaffolding Protein). Les protéines 

membranaires purifiées en détergent, mises en présence de MSP et de lipides solubilisés à l’aide de 

détergent, vont pouvoir être incorporées dans les nanodisques lors de leur assemblage spontané par 

élimination des détergents (Bayburt & Sligar, 2010). Cette approche ayant été employée avec 

succès pour plusieurs RCPG (Leitz et al., 2006 ; Whorton et al., 2007 ; Kuszak et al., 2009 ; Yao et 

al., 2009 ; Damian et al., 2012 ; Mary et al., 2012 ; Mary et al., 2013), nous avons souhaité la tester 

sur le récepteur MT1. Cette expérience a été réalisée en collaboration avec l’équipe de 

Pharmacologie Moléculaire de RCPG (PMR) du Dr. Jean-Louis Banères, à l’Institut des 

Biomolécules Max Mousseron (IBMM) de Montpellier. 

3.4.1. Assemblage et purification des nanodisques 

Sur la base des compositions en nanodisque employées avec succès pour les RCPG, nous 

avons choisi d’utiliser un mélange de lipides POPC/POPG solubilisés en détergent Cholate et des 

MSP1 E3 qui forment des nanodisques de grande taille (≈ 12 nm de diamètre). Sachant qu’un ratio 

molaire [1 MSP : 130 POPC/POPG] est nécessaire à la formation d’un disque et qu’un RCPG 

déplace environ 40 molécules de lipide (données estimées sur la base des structures de la 

bactériorhodopsine et rhodopsine (Ritchie et al., 2009)), nous avons opté pour un ratio [1 MSP : 90 

lipides]. Un rapport similaire a été utilisé pour reconstituer avec succès différents RCPG dans des 

nanodisques, comme par exemple le récepteur d’hormone parathyroïde PTH1R (Mitra et al., 2013). 

De plus, nous nous sommes placés dans un ratio molaire [RCPG : MSP] faible [1:10], qui favorise 

l’efficacité d’insertion en limitant le nombre de récepteurs par nanodisque. Nous avons donc utilisé 

un ratio molaire final de [0,1 GPCR : 1 MSP : 90 lipides]. J’ai incubé les récepteurs MT1 purifiés 

en Fos14/CHS avec les lipides solubilisés en cholate et les MSP. Puis, j’ai éliminé les détergents 

par l’ajout de billes de polystyrène (Biobeads) pour permettre l’assemblage des nanodisques. J’ai 

ensuite procédé à une purification sur colonne de nickel, afin de séparer les nanodisques vides et les 

nanodisques ayant intégrés un RCPG. En effet, les récepteurs MT1 possèdent une étiquette 10-

histidines, alors que les MSP n’en ont pas. J’ai donc chargé l’échantillon sur une colonne de nickel 

et élué les protéines en deux étapes par un tampon contenant 0,2 M d’imidazole puis 0,5 M 

d’imidazole. Le profil d’élution, correspondant à la mesure de l’absorbance à 280 nm, (Figure 57 

A) montre un pic de protéines lors de la première étape d’élution à 0,2 M d’imidazole mais pas lors 

de la seconde étape à 0,5 M d’imidazole. J’ai ensuite analysé les échantillons récoltés au cours de la 
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purification sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Figure 57 B). Cette analyse révèle 

une bande intense de MSP dans la fraction non retenue et le lavage (piste 1 et 2), qui correspond 

aux nanodisques vides en excès non retenus sur la colonne. Dans les fractions de la première 

élution, on observe une bande de MSP et une bande de MT1, ce qui correspond aux nanodisques 

ayant intégrés le récepteur. Les quatre fractions d’élution de 20 à 22 ml contenant le plus de 

protéines (pistes 3 à 6 sur le gel) ont été regroupées puis dialysées pour éliminer l’imidazole. J’ai 

ensuite concentré l’échantillon et mesuré l’absorbance à 280 nm afin de déterminer la concentration 

en protéine. 

!
Figure 57 : Résultats de la purification des nanodisques sur colonne de nickel 

A : Profil d’élution de la colonne de nickel en deux étapes, B : SDS-PAGE coloré au bleu de Comassie et C : Légende 
du dépôt sur gel SDS-PAGE. 

 

3.4.2. Test d’activation de la protéine G 

Nous avons ensuite soumis l’échantillon produit à un test d’activation de la protéine G. 

L’objectif est de déterminer si le récepteur MT1 reconstitué en nanodisque est fonctionnel, c’est à 

dire capable d’activer la protéine Gi, à laquelle il est naturellement couplé, sous l’effet de la liaison 

de son ligand agoniste, la mélatonine. Le principe du test repose sur le fait que, si le récepteur lie le 

ligand agoniste, il adopte une conformation active capable d’activer la protéine G. Cette activation  

se traduit par l’échange du GDP par le GTP dans la sous-unité α de l’hétérotrimère αβγ. La mise en 

évidence de la liaison du GTP se fait ici grâce à un GTPγS couplé à un fluorophore Bodipy. En 

milieu aqueux, le Bodipy se trouve à proximité de la base du GTP et de ce fait sa fluorescence est 
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quenchée. Lorsque le GTPγS-Bodipy se lie à la sous-unité α de la protéine G, il y a un éloignement 

entre la base du GTP et le fluorophore qui retrouve ses propriétés de fluorescence, ce qui se traduit 

par une exaltation de la fluorescence. Ainsi, la mesure d’une augmentation de fluorescence traduit 

la fixation du GTP et donc l’activation de la protéine G par le récepteur. De plus, le GTPγS est non 

hydrolysable par la protéine G, il n’y a donc plus d’échange possible avec le GDP. Ainsi, le cycle 

est bloqué et il y a une accumulation de protéine G ayant fixé du GTP et donc une augmentation de 

fluorescence. Il faut noter que la sous-unité α de la protéine G possède une activité intrinsèque, 

c’est à dire qu’elle est capable d’échanger le GDP contre du GTP sans activation par un RCPG. 

Cette activité est réduite lorsqu’elle s’associe aux sous-unités β et γ pour former l’hétérotrimère. 

C’est pourquoi, dans le test mis en place, les sous-unités β et γ purifiées sont systématiquement 

ajoutées à la sous-unité α. De plus, nous avons réalisé un contrôle négatif en absence de ligand 

agoniste afin de déterminer ce bruit de fond et d’en déduire l’activation spécifique de la protéine Gi 

par le récepteur MT1 ayant fixé le ligand agoniste mélatonine. En outre, un contrôle négatif avec la 

protéine Gs, à laquelle le récepteur MT1 n’est normalement pas couplé, a également été réalisé.  

Dans cette expérience, j’ai pré-incubé les récepteurs MT1 reconstitués en nanodisques avec 

les trois sous unités purifiées de la protéine Gs en présence de ligand agoniste mélatonine ou de la 

protéine Gi, en présence ou en absence du ligand. Puis, j’ai ajouté le GTPγS-Bodipy et mesuré la 

fluorescence immédiatement et 40 minutes plus tard. Ce temps de 40 minutes correspond au plateau 

où toutes les sous-unités présentes en solution ont dû fixer le GTPγS-Bodipy et où l’intensité de 

fluorescence a donc atteint son maximum. Les résultats (Figure 58) montrent qu’il y a une 

augmentation significative de la fluorescence avec la protéine Gi en présence du ligand mélatonine 

mais pas en absence de ligand. D’autre part, il n’y a pas d’augmentation de fluorescence avec la 

protéine Gs en présence de ligand. Ceci indique que les récepteurs MT1 reconstitués en 

nanodisques sont capables d’activer spécifiquement la protéine Gi, en présence du ligand agoniste 

mélatonine. 

Figure 58 : Test d’activation de la protéine G 

sur le récepteur MT1 reconstitué en nanodisque

Graphique illustrant les résultats de la liaison du 
GTPγS-Bodipy représentés par l’intensité de 
fluorescence exprimée en unité arbitraire (a.u.) en 
fonction de la condition testée mesurée 
immédiatement après l’ajout du GTPγS-Bodipy (0 
min) et 40 minutes plus tard (40 min). MT1 : 
récepteur MT1 reconstitué en nanodique ; Gi : 
protéine Gi hétérotrimérique reconstituée in vitro à 
partir des sous-unités αi, β et γ purifiées ; Gs : 
protéine Gs hétérotrimérique reconstituée in vitro à 
partir des sous-unités αs, β et γ purifiées ; 
mélatonine : 1 µM de ligand agoniste mélatonine. 
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Par la suite, j’ai réalisé des tests de fixation de radioligand à l’équilibre avec de la 

[3H]mélatonine sur les récepteurs MT1 reconstitués en nanodisques. L’activité de liaison mesurée 

est plutôt faible (≈ 50 pmol/mg, résultats non montrés), indiquant que seule une faible proportion 

des récepteurs MT1 reconstitués en nanodisques est capable de fixer un ligand. Par ailleurs, j’ai 

également analysé par SEC-MALS, l’échantillon de récepteur MT1 reconstitué en nanodisque, qui 

s’est révélé être majoritairement agrégé (résultats non montrés). Ceci suggère que les nanodisques 

que nous avons produits ne sont pas stables dans le temps et que rapidement le complexe se 

déstabilise, ce qui entraine l’agrégation des protéines. 

3.5. Discussion 

3.5.1. L’ajout de lipide 

Le récepteur MT1 a été purifié en détergent Fos14 en présence de CHS, un analogue du 

cholestérol qui est connu pour améliorer l’activité et la stabilité des RCPG purifiés (Gimpl & 

Fahrenholz, 2002 ; Weiss & Grisshammer, 2002 ; Hanson et al., 2008). Néanmoins, dans le cas du 

récepteur MT1 purifié en Fos14, la présence de CHS n’est pas suffisante pour permettre l’activité 

de liaison de ligand. Une hypothèse est qu’un autre lipide, indispensable à la liaison de la 

mélatonine, a été éliminé lors de la solubilisation et purification du récepteur. Nous avons donc 

voulu voir si l’ajout de lipides pouvait avoir un effet bénéfique pour le repliement, la fonctionnalité 

et la stabilité du récepteur MT1, comme cela a été montré pour d’autres RCPG (Baneres et al., 2005 

; Damian et al., 2006). Cependant, dans les conditions testées, nous n’avons pas observé 

d’amélioration de l’activité mesurée en présence de différents lipides. Une explication possible est 

que les conditions testées ne sont pas adaptées au récepteur. Nous pourrions alors tester d’autres 

types de lipides et de faire varier les conditions expérimentales, notamment le ratio de protéine et 

lipide, le temps et la température d’incubation. Ceci nous permettrait peut-être d’identifier des 

conditions permettant de rétablir l’activité de liaison de ligand du récepteur MT1 purifié en Fos14. 

Une autre explication est que l’addition de lipides ne suffit pas à restaurer l’activité car le détergent 

Fos14 empêche la liaison du ligand. Ceci peut être dû à sa structure micellaire qui gêne 

l’accessibilité au site de fixation, ou au fait que ce détergent ne fourni pas un environnement 

favorable au récepteur MT1 pour son activité de liaison de ligand ou encore qu’il dénature la 

structure du récepteur de façon irréversible. 

3.5.2. L’échange des détergent avec des polymères amphiphiles 

Dans l’hypothèse où le Fos14 ne mime pas correctement l’environnement membranaire ou 

gêne l’accessibilité au site de fixation, sans dénaturer la structure du récepteur de façon irréversible, 

nous avons testés l’échange des détergents avec des NAPols. En effet, des études ont montré que 



! "&"!

ces polymères amphiphiles fournissent aux protéines membranaires un environnement moins 

dénaturant que les détergents, permettant ainsi une meilleure stabilisation du repliement natif en 

solution (Gohon et al., 2008 ; Breyton et al., 2010). Les NAPols ont été employés avec succès pour 

la stabilisation de RCPG. Par exemple, le récepteur de vasopressine de type 2 purifié a été stabilisé 

en NAPols sous forme fonctionnelle (Rahmeh et al., 2012). Le récepteur de la ghréline a été purifié 

en condition dénaturante, puis a été renaturé sous forme fonctionnelle à l’aide de NAPols en 

présence de lipide Asolectine et de CHS (Bazzacco et al., 2012). Cependant, dans les conditions 

testées, les NAPols, seuls ou en combinaison avec des lipides, n’améliorent que très faiblement 

l’activité de liaison de ligand du récepteur MT1. Ceci nous indique que l’absence d’activité de 

liaison n’est probablement pas liée à la structure micellaire du Fos14, qui gênerait l’accessibilité au 

site de fixation ou ne mimerait pas correctement l’environnement membranaire. Par contre, il est 

possible que le détergent Fos14 ait dénaturé de façon irréversible les récepteurs MT1 et que les 

NAPols ne permettent pas de restaurer la structure native des récepteurs. Une autre interprétation 

est que les conditions que nous avons choisis pour la stabilisation avec les polymères amphiphiles 

ne soient pas les plus adaptées. Nous pourrions donc envisager de tester d’autres types de 

polymères amphiphiles, différents ratios de protéine/polymère et divers temps et températures 

d’incubation, dans le but d’améliorer ces résultats.  

3.5.3. La reconsitution en nanodisques 

Dans l’idée que le Fos14 ne dénature pas la structure du récepteur de façon irréversible, 

nous avons testé la reconstitution en nanodisques des récepteurs MT1 purifiés en Fos14/CHS, afin 

d’apporter aux récepteurs un environnement qui mime au plus près la membrane, favorisant un 

repliement natif sous forme fonctionnelle. Les conditions de reconstitution ont été établies avec le 

Dr. Jean-Louis Banères sur la base des différentes conditions qui ont été employées avec succès 

pour des RCPG (Leitz et al., 2006 ; Whorton et al., 2007 ; Kuszak et al., 2009 ; Yao et al., 2009), y 

compris dans son laboratoire (Damian et al., 2012 ; Mary et al., 2012 ; Mary et al., 2013). Les 

récepteurs MT1 purifié en Fos14/CHS ont pu être reconstitué en nanodisques et un test d’activation 

de la protéine G avec du GTPγS-Bodipy a montré que les récepteurs étaient capables d’activer 

spécifiquement la protéine Gi, uniquement en présence du ligand agoniste mélatonine. Ceci nous 

indique que la reconstitution en nanodisque a permis de restaurer la structure native sous forme 

fonctionnelle des récepteurs MT1 purifiés en Fos14. Néanmoins, il faut noter que l’activité de la 

protéine G étant un acte catalytique, il est difficile d’estimer par ce test la proportion de récepteur 

fonctionnel. Les tests de fixation de radioligand à l’équilibre, réalisés par la suite, montrent peu de 

liaison spécifique de ligand. Ceci suggère que seule une faible proportion des récepteurs MT1 

reconstitués en nanodisques ont récupéré une conformation native capable de fixer la mélatonine et 
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d’activer la protéine Gi. Une autre possibilité serait que le test de liaison de [3H]mélatonine sous-

estime la quantité de récepteur capable de lier un ligand. Cependant, les tests de fixation de 

radioligand à l’équilibre, avec une séparation par filtration sur GF/B, ont déjà été employés avec 

succès, pour mesurer l’activité de liaison de RCPG reconstitués en nanodisques (Whorton et al., 

2007).  

D’autres raisons peuvent expliquer le fait que nous mesurons une fixation de radioligand 

plus faible que celle attendue. En effet, la protéine G hétérotrimérique était présente dans le test de 

fixation de GTPγS-Bodipy, mais pas dans le test de liaison de radioligand agoniste. Or, pour de 

nombreux RCPG, les protéines G stabilisent l’état actif du récepteur, qui présente la plus haute 

affinité pour les agonistes. C’est une des raisons pour lesquelles, pour de nombreux récepteurs 

purifiés, les tests de liaison sont effectués avec des ligands antagonistes et non agonistes. Il est donc 

envisageable que la présence de la protéine Gi soit importante pour stabiliser un état du récepteur 

MT1 qui lie le ligand agoniste avec une affinité raisonnable. Afin de vérifier cette hypothèse, nous 

souhaitons réaliser un test de fixation de radioligand en présence de la protéine Gi hétérotrimérique. 

De plus, dans le test de liaison de radioligand, une concentration de 50 nM de [3H]mélatonine a été 

mise en jeu, contre une concentration de 1 µM de ligand mélatonine dans le test de fixation de 

GTPγS-Bodipy. Dans ce cas, il est possible que l’affinité du ligand mélatonine, pour le récepteur 

MT1 reconstitué en nanodisque, soit faible et que la concentration en [3H]mélatonine ne soit pas 

suffisante pour détecter tous les sites de liaison. Il serait alors intéressant de réaliser des tests de 

fixation de GTPγS-Bodipy en présence de différentes concentrations en ligand mélatonine. 

L’objectif serait d’évaluer s’il y a une dose réponse de l’intensité de fluorescence émise en fonction 

de la concentration en ligand mise en jeu, ce qui nous permettrait d’estimer l’affinité du récepteur 

purifié pour la mélatonine.  

Par ailleurs, l’analyse en SEC-MALS a révélé que l’échantillon de nanodisque MT1 était 

majoritairement agrégé après quelques jours, traduisant une déstabilisation rapide du complexe 

conduisant à l’agrégation des protéines. Une possibilité est que les ratios récepteurs/lipides/MSP 

utilisés ne sont pas optimaux pour l’assemblage et le maintien d’une structure stable des 

nanodisques. Nous envisageons donc de tester différents ratios récepteurs/lipides/MSP, afin 

d’optimiser les conditions pour l’obtention de nanodisques plus stables.  

3.5.4. Conclusions et perspectives 

L’objectif de cette étude consistait à évaluer si l’utilisation d’agents stabilisants et de 

système de reconstitution de protéines membranaires pouvait restaurer l’activité de liaison de ligand 

des récepteurs MT1 purifiés en Fos14. L’ensemble des résultats obtenus nous conduit à penser que 
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le détergent Fos14 entraine une dénaturation, plus ou moins réversible, de la conformation active 

des récepteurs MT1 qui n’est pas rétablie de façon significative avec les NAPols mais semble l’être, 

au moins partiellement, lors du retour en bicouche lipidique de type nanodisque. Bien que nos 

essais soient assez préliminaires, la reconstitution en nanodisque nous semble très prometteuse. 

Nous envisageons donc de poursuivre ces essais en optimisant les conditions d’assemblage. En 

effet, une fois les bonnes conditions d’assemblage identifiées, les nanodisques sont stables et se 

comportent comme des particules solubles, permettant de travailler en absence de détergent ou de 

lipide et facilitant ainsi les études in vitro (Gluck et al., 2011). De plus, leur utilisation ouvre des 

perspectives très intéressantes pour l’étude des mécanismes moléculaires responsables de 

l’activation des RCPG, comme illustré par de récents travaux avec le récepteur de la ghréline 

(Damian et al., 2012 ; Mary et al., 2012 ; Mary et al., 2013). 

Par ailleurs, nous souhaitons également tester la stabilisation des récepteurs MT1 avec les 

NAPols et/ou les nanodisques à partir des échantillons purifiés en mélange de détergent Fos14 et 

CHAPS. En effet, parallèlement à ces essais, j’ai identifié une condition de solubilisation et 

purification du récepteur MT1 en mélange de détergent Fos14 et CHAPS, qui nous permet d’obtenir 

un échantillon à la fois relativement pur, homogène, monomérique et avec une importante activité 

de liaison de ligand. Cependant, même si l’activité de liaison des récepteurs est en partie maintenue 

dans cette condition, à la longue la présence de détergent risque tout de même de finir par dénaturer 

les récepteurs. Il serait donc particulièrement intéressant de pouvoir stabiliser la structure native de 

ces récepteurs dans un environnement moins dénaturant. 

!  
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Conclusion générale 
 

Le travail réalisé au cours de cette thèse constitue les premiers pas vers la caractérisation 

structurale et fonctionnelle du récepteur de la mélatonine MT1 humain par des approches 

biochimiques et biophysiques. Nous avons en effet identifié des conditions de production et de 

purification permettant d’obtenir un échantillon de récepteur MT1 relativement pur, homogène, 

monomérique, avec une importante activité de liaison de ligand et un profil pharmacologique très 

proches des récepteurs MT1 exprimés dans des membranes de cellules de mammifères CHO. 

Cette étude souligne la complexité de la problématique de bioproduction des RCPG et le 

nombre de mises au point à réaliser pour pouvoir réunir le matériel nécessaire aux études in vitro. 

Ce travail illustre en particulier les différentes approches de criblage à mettre en œuvre à chacune 

des étapes de production. Nous avons ainsi dû évaluer plusieurs constructions protéiques et 

systèmes d’expression pour identifier la meilleure combinaison pour la production du récepteur 

MT1, mais aussi un certains nombre de conditions de solubilisation et de purification pour pouvoir 

obtenir un échantillon qui soit à la fois pur, homogène et actif, sans parler des approches de 

stabilisation des récepteurs purifiés sur lesquelles nous devons encore travailler. Tout ceci met en 

avant que, malgré le panel d'outils développés pour la production, la purification et la stabilisation 

des nombreux RCPG étudiés ces dernières années, il n’existe pas de méthode universelle qui soit 

efficace pour tous les récepteurs et que les conditions de bioproduction doivent encore à l'heure 

actuelle être mises au point pour chaque nouveau récepteur étudié. 

Dans le cas présent, la stratégie qui nous a permis d'isoler le récepteur MT1 en quantité et en 

qualité compatible avec les études in vitro envisagées s’est appuyée sur deux points essentiels. 

D’une part, nous avons utilisé d'un récepteur de référence pour développer et valider des méthodes 

de préparation et d’analyses pour ensuite les appliquer au récepteur MT1. Ceci nous a entre autres 

beaucoup aidé pour la mise au point d’un test de fixation de radioligand à l’équilibre adapté aux 

protéines purifiées, tout comme les analyses en SEC-MALS et en microscopie électronique. 

Potentiellement, cela devrait aussi nous aider pour les études à suivre, notamment celles mettant en 

jeu les techniques de SPR et d'analyse de thermostabilité. D’autre part, nous avons beaucoup 

travaillé sur le choix des détergents à utiliser pour solubiliser les récepteurs MT1 afin de trouver un 

bon compromis entre la monodispersité et la préservation de l’activité. Contrairement aux 

conditions couramment utilisées, y compris pour le récepteur A2A, utilisant des détergents non-

ioniques de type DDM ou DM, c'est finalement l’utilisation d’un mélange de deux détergents aux 

propriétés opposées, l’un permettant la solubilisation sous forme monomérique, l’autre favorisant le 
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maintien de l’activité, qui nous a permis d’obtenir un échantillon de récepteur MT1 relativement 

pur, homogène, monomérique et actif. 

Avec ce matériel purifié, nous avons pu démarré des études biochimiques et biophysiques 

que nous souhaitons approfondir par la suite. Il s’agira d’une part, d’affiner les conditions 

d’obtention de récepteur actif et stable, en particulier avec la reconstitution en nanodisques qui 

ouvre des perspectives particulièrement attrayantes pour l'étude de complexes protéiques variés en 

présence ou en absence de ligands. D’autre part, nous pourrons avancer dans l’analyse et la 

caractérisation des différents échantillons en détergents par les techniques développées pendant ma 

thèse, mais aussi avec d’autres méthodes biophysiques qui devraient être mise en place. De plus, 

nous souhaitons approfondir les études d’interaction des récepteurs purifiés avec différents ligands, 

mais aussi avec des partenaires protéiques, et évaluer l’effet des ligands sur les interactions 

protéines/récepteurs. Par ailleurs, la qualité des échantillons produits nous permet déjà d'envisager 

des approches de criblage in vitro dans un environnement expérimental contrôlé. Par la mise en 

œuvre de diverses techniques, telles que la SPR, la SPR inverse ou le phage display, nous espérons 

identifier de nouveaux ligands mais aussi de nouvelles protéines ou fragments d’anticorps 

interagissant avec ces récepteurs. 
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Fatima Alkhalfioui, Christel Logez, Olivier Bornert, and Renaud Wagner

3.1

Introduction

Among the most widespread, popular, effective, and inexpensive microorganisms 

developed for heterologous expression, Pichia pastoris has become a system of 

choice not only for the production of cytosoluble and industrially relevant proteins, 

but also for a growing panel of eukaryotic membrane proteins expressed at levels 

compatible with structural studies. Up to now indeed, more than 150 different 

representative membrane proteins have been expressed in P. pastoris and this has 

led to the acquisition of high-resolution structures for a dozen of them, making 

P. pastoris one of the most performant heterologous expression system for the 

structural studies of eukaryotic membrane proteins. This chapter gives a global 

overview on (i) how the P. pastoris system basically operates, (ii) how it performs 

for the recombinant expression of membrane proteins, and (iii) the different 

strategies and tips that can be applied to improve the system.

3.2

A (Brief) Summary on the (Long) History of P. pastoris

P. pastoris is an ascosporous yeast that is naturally present in tree fluxes from 

European and north American forests [1]. It was first isolated in 1919 in France 

from the exudate of a chestnut tree [2] and half a century later was described for 

its ability to use methanol as a sole carbon source [3]. From this time point, the 

potential of P. pastoris for biotechnological applications has been continuously 

explored both in industry and academia. While its use as a potential source of 

single-cell protein for animal feed did not meet the expected economic viability 

[4], this yeast was rapidly recognized as a remarkable production platform for a 

wide class and number of heterologous proteins, and up to now more than 500 

candidates have been successfully recombinantly expressed in this system 

(reviewed in [5, 6] among others), several of them being biopharmaceuticals 

already on the market. Recently, phylogenetic analyses based on rRNA sequence 
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comparisons led to the transfer of Pichia pastoris into the Komagataella genus [7], 

and the commonly used biotechnological strains are now classified into two din-

stinct species, K. pastoris and K. phaffii [8]. The saga of this special yeast, that we 

will continue to call P. pastoris for the sake of simplicity, will be certainly boosted 

in the coming years after the very recent release of its genome sequence [9]. This 

new wealth of information will indeed open new possibilities for the engineering 

of enhanced biotechnological strains.

3.3

Introducing P. pastoris as a Biotechnological Tool: Its (Extended) Strengths 

and (Limited) Weaknesses

The success of P. pastoris as an efficient protein factory is attributable to a series 

of advantages related to both its yeast nature and its particular methylotrophic 

metabolism. This organism indeed presents a short generation time (2 h), grows 

on very simple and inexpensive media, and is very easy to handle. A comprehen-

sive panel of plasmids and strategies is available for the expression of recombinant 

genes and genetic manipulation is nearly as straightforward as for Saccharomyces 

cerevisiae. As a methylotroph, P. pastoris possesses a peculiar methanol utilization 

pathway relying on some of the strongest and most tightly regulated known pro-

moters that can be used for very-high-level expression of recombinant genes. In 

addition, P. pastoris can reach very high cell densities (up to 130 g/l dry cell weight 

[5]), and various fermentation processes and formats have been developed in the 

industry so that up-scaling protein production is easily achievable [10, 11]. Con-

trary to Escherichia coli, P. pastoris is a eukaryotic microorganism capable of 

complex post-translational modifications including disulfide isomerization, sulfa-

tion, phosphorylation, N-terminal acetylation, C-terminal methylation, myristoyla-

tion, farnesylation, and glycosylation (reviewed in [12]), which are often very 

essential for the proper targeting, biological activity, and stability of the expressed 

recombinant proteins. Regarding glycosylation, which is central for many mem-

brane proteins [13–15], P. pastoris has been notably shown to graft shorter and 

more authentic oligosaccharide chains to proteins than S. cerevisiae does [16], and 

therefore often appeared as a more appropriate system [11]. Finally, 15N and 13C 

isotopic labeling of recombinant proteins for nuclear magnetic resonance or spec-

trometric studies is also achievable with P. pastoris, both in a uniform mode using 

isotopically enriched nitrogen and carbon sources [17] or more selectively using 

amino acid isotopes and engineered auxotroph strains [18].

This idyllic description has, however, to be tempered with some drawbacks that 

prevent P. pastoris from becoming an ideal expression system. First, a common 

characteristic for eukaryotic systems that are efficiently overproducing proteins, 

an overload of the translocation and folding machineries in P. pastoris often creates 

a stress that triggers the activation of sorting and degradation processes, and 

results in lowered expression levels and heterogeneity of recombinant proteins 

[18]. Moreover, if glycosylation processes occur in a fashion acceptable for many 

2
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recombinant proteins, P. pastoris is not able to graft the complex carbohydrate 

motifs that are sometimes critical for the functionality of mammalian proteins. In 

addition, nonhomogeneous N-glycosylation of recombinant proteins is frequently 

observed, notably in the case of membrane proteins, leading to some degree of 

heterogeneity [19–22] that can be detrimental in various applications, including 

structural studies. Recently, several Pichia strains have been engineered to gener-

ate more complex and more homogeneous N-glycosylations (reviewed in [23]). 

These strains exhibited protein-dependent but promising outcomes, thereby also 

demonstrating all the potential and possibilities that could be gained from these 

genetic engineering approaches.

Another characteristic that can have a direct impact on the expression of mam-

malian membrane proteins is related to the lipidic composition of yeast mem-

branes that varies significantly from that of higher eukaryotes membranes [24]. As 

membrane proteins do require specific lipids for their proper functions or for their 

correct folding and stability, these differences may influence both the expression 

level and functionality of recombinant membrane proteins. This was notably 

reported in studies where the absence of cholesterol in Pichia membranes was 

shown to profoundly alter the activity and stability of recombinant membrane 

proteins [25].

Finally, a secondary but not trivial issue is related to the presence of a significant 

cell wall surrounding Pichia cells that cannot only hinder the secretion of certain 

proteins [26], but also represents an obstacle for the preparation of membrane-

embedded proteins as aggressive disruption methods are needed [27]. Engineered 

strains with weaker cell walls have been recently developed [26, 28], but none has 

been reported yet for its use in heterologous expression of membrane proteins 

and their benefit for a facilitated cell disruption has still to be assayed.

3.4

Basics of the P. pastoris Expression System

This section is intended at give a global overview on how the system functions for 

the heterologous expression of proteins in general, before giving specific details 

on how it performs in particular for membrane proteins (Section 3.5). Further 

details on the system as well as additional information concerning secreted and/

or cytosoluble proteins can be found in several excellent and comprehensive 

reviews that have been published on the topic [5, 6, 11, 29].

3.4.1

Methanol Utilization Pathway

Together with a small set of methylotrophic yeasts from the Pichia, Komagataella, 

Candida and Ogatae genera, P. pastoris has developed a specific metabolism 

for the utilization of methanol as sole carbon source. Briefly, methanol enters 

specialized microbodies, the peroxisomes, where it is oxidized by specific oxidases 

3
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that are encoded by the two genes AOX1 and AOX2 to generate formaldehyde 

and hydrogen peroxide. While the latter compound is decomposed to water and 

molecular oxygen by a peroxisomal catalase, formaldehyde leaves the peroxisome 

to enter both the cytosolic dissimilatory pathway to yield energy and the assimila-

tory pathway for generation of biomass [30]. The genes encoding the specific 

enzymes related to this peculiar metabolism are repressed when cells are  

grown on nonmethanol carbon sources (glucose, glycerol, ethanol, etc.) and are 

dramatically induced in presence of methanol; alcohol oxidases representing as 

high as 30% of the total soluble protein content. These enzymes are thus very 

tightly regulated and their promoters represent ideal components to be used for 

recombinant expression – the basis for the development of the P. pastoris expres-

sion system.

3.4.2

Host Strains and Plasmids

The principal strains used for recombinant expression derived either from the 

NRRL Y-11430 (Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL) or the NRRL 

Y-48124 (Invitrogen expression kit) strains, both being from the K. phaffii type [8]. 

This limited number of strains is listed in Table 3.1. They mainly differ in their 

auxotrophic behavior, principally relying on a histidinol dehydrogenase deficiency 

(his4), allowing, upon transformation, for the positive selection of recombinant 

expression vectors. Some of them bear additional deficiencies in endogenous 

proteases (SMD series); others were recently engineered for their capacity in per-

forming “human-like” N-glycosylations [23].

Expression vectors (Table 3.2) are built on a classical E. coli/yeast shuttle model 

Table 3.1 Most commonly used strains of P. pastoris.

Strain Genotype Phenotype

NRRLa) Y-11430 wild-type Mut+

X-33 wild-type Mut+

GS115 his4 Mut+, His−

KM71 his4, arg4, aox1::ARG4 MutS, His−, Arg+

SMD1163 his4, pep4, prb1 Mut+, His−, Prot− (A−, B−, CarbY−)

SMD1165 his4, prb1 Mut+, His−, Prot− (B−)

SMD1168 his4, ura3, pep4 ::URA3 Mut+, His−, Prot− (A−, BS, CarbY−)

PichiaPink® Strain 1 ade2 Mut+, Ade−

PichiaPink® Strain 2 ade2, pep4 Mut+, Ade−, Prot− (A−, BS, CarbY−)

PichiaPink® Strain 3 ade2, prb1 Mut+, Ade−, Prot− (B−)

PichiaPink® Strain 4 ade2, pep4, prb1 Mut+, Ade−, Prot− (A−, B−, CarbY−)

a) NRRL, Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL.

See text for the explanation of the different elements.
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Table 3.2 P. pastoris expression vectors.

Name Selection 

markers

Phenotype of 

transformants

Promoter Secretion 

sequence

Added tags

pAO815 HIS4 His+ PAOX1 none none

pPIC3.5K HIS4, Kan His+, G418R PAOX1 none none

pPIC9K HIS4, Kan His+, G418R PAOX1 α factor none

pPICZ A, B, C Ble ZeoR PAOX1 none c-Myc/His6

pPICZα A, B, C Ble ZeoR PAOX1 α factor c-Myc/His6

pPIC6 A, B, C Bsd BlaR PAOX1 none c-Myc/His6

pHIL-D2 HIS4 His+ PAOX1 none none

pHIL-S2 HIS4 His+ PAOX1 PHO1 none

pFLD Ble ZeoR PFLD1 none V5 epitope/His6

pFLDα Ble ZeoR PFLD1 α factor V5 epitope/His6

pGAPZ A, B, C Ble ZeoR PGAP none c-Myc/His6

pGAPZα A, B, C Ble ZeoR PGAP α factor c-Myc/His6

pPink-HC ADE2 Ade+ PAOX1 none none

pPink-LC ADE2 Ade+ PAOX1 none none

pPinkα-HC ADE2 Ade+ PAOX1 α factor none

with components required for E. coli amplification (classically one origin of replica-

tion and one antibiotic selection marker) and specific elements for heterologous 

gene expression in P. pastoris. These typically include selectable auxotrophy 

markers (HIS4, ADE2) and/or antibiotic resistance bacterial genes (bla, zeo, and 

kan), a range of promoter and terminator sequences, a multiple cloning cassette, 

and supplementary signal sequences and other fusion sequences that can be added 

to improve the secretion and detection of the expressed proteins.

Among the panel of constitutive and inducible promoters that have been intro-

duced in expression vectors (listed in [31]), PAOX1 is by far the most widely used as 

it is the most strongly induced in the presence of methanol. Moreover, an original 

PAOX1 synthetic promoter library was developed in a recent study that demonstrated 

enhanced PAOX1 variants could reach higher expression levels of a tested recom-

binant Green Fluorescent Protein (GFP) [31].

A comprehensive set of vectors and strains is commercially available from Invitro-

gen, each of them being accessible either individually or included in expression kits.

4
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HIS4, P. pastoris auxotrophy marker, 

encodes a histidinol dehydrogenase; Kan 

gene, confers resistance to kanamycine 

(KanR, E. coli) and G418 (G418R, P. pastoris); 

Ble, Streptoalloteichus hindustanus ble gene, 

confers resistance to zeocin (ZeoR); Bsd gene, 

confers resistance to blasticidin (BlaR); ADE2, 

P. pastoris auxotrophy marker, encodes a 

phosphoribosylaminoimidazole carboxylase; 

PAOX1, promoter sequence of the alcohol 

oxidase-encoding AOX1 gene from P. pastoris; 

PFLD1, promoter sequence of the formaldehyde 

dehydrogenase-encoding FLD1 gene from 

P. pastoris; PGAP, promoter sequence of the 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-

encoding GAP gene from P. pastoris; α factor, 

encodes the native S. cerevisiae α factor secretion 

signal; PHO1, encodes the native P. pastoris 

acid phosphatase secretion signal; V5 epitope, 

GKPIPNPLLGLDST peptide; c-Myc, C-terminal 

myc epitope, EQKLISEEDL.
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3.4.3

Transformation and Clone Selection Strategies

As for many other yeasts, transformation of P. pastoris is rather straightforward. 

Several robust methods are available, either based on chemically competent (sphe-

roplasts, PEG1000, LiCl) or electrocompetent cells, thus being accessible to a large 

majority of operators in standard labs. Moreover, these protocols are well described 

and can be easily found on numerous websites (convenient Pichia manuals can 

be downloaded from www.invitrogen.com).

Except for a limited set of autoreplicative plasmids that are not yet frequently 

employed [32–35], most of the transforming expression vectors are designed to be 

maintained as integrative elements in the genome of P. pastoris. This is generally 

achieved through recombination events between linearized sequences borne by 

the plasmids (typically HIS4 or PAOX1) and their homologous sequence counter-

parts present on the genome, leading to the targeted insertion of the expression 

vectors. Moreover, such plasmid insertions frequently occur in tandem in yeasts 

and thus lead to the multiple integration of the genes of interest with a correlated 

impact on their subsequent expression levels.

Alternatively, integration can be obtained by a gene replacement strategy. In this 

case, a double recombination event must be realized between the AOX1 promoter 

and terminator sequences present on the transforming DNA (containing the gene 

of interest and a selection marker) and the corresponding homologous sequences 

present on P. pastoris genome. This double recombination event ends up with the 

replacement of the AOX1 gene by the construct of interest.

The phenotype of the resulting transformants then depends not only on the 

selection marker present on the chosen vector (auxotrophy and/or antibiotic resist-

ance), but also on the selected integration strategy (plasmid insertion versus gene 

replacement) that dictates their methanol utilization behavior. Indeed, while a 

plasmid insertion does not affect the methanol utilization ability of the transformed 

strain (Mut+, methanol utilization plus phenotype), the gene replacement of AOX1 

leads to a MutS (methanol utilization slow) phenotype. In several cases, these dif-

ferences in methanol utilization have been reported as an important parameter to 

consider for enhancing the performance of recombinant protein expression [36].

3.4.4

Expression Conditions and Culturing Formats

Once transformants have been obtained, the next step usually consists in screen-

ing for the clones and conditions exhibiting the best expression levels of the 

recombinant protein. For expression strategies based on PAOX1-dependent vectors, 

this is practically achieved by growing the cells in repressive media to an appropri-

ate cell density and growth phase, before starting the production phase by transfer-

ring the cells to a methanol-containing induction media. For clones and expression 

condition screenings, small-scale culturing procedures most often rely on shaken 

baffled-flasks or on tubes of smaller volumes provided an appropriate aeration is 
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maintained. Several parameters are then usually adjusted for an optimal expres-

sion, such as the duration and the temperature of the induction phase, as well as 

the media formulation including the methanol concentration and the use of addi-

tive compounds.

For the production of large amounts of heterologous proteins, shake-flask 

culture is usually not recommended due to the limitations of volume, oxygen 

transfer, substrate addition, and an inability to monitor these factors efficiently. 

The use of bioreactors is therefore preferred, since all of these parameters can be 

monitored and controlled simultaneously, allowing more efficient production of 

the desired heterologous protein. Accordingly, a number of robust fermentation 

processes including fed-batch techniques and continuous culturing procedures 

have been developed and are routinely employed. Detailed descriptions of these 

methods with their benefits and limitations can be found in several excellent and 

comprehensive reviews that we recommend [6, 10, 11, 37].

3.5

Successful Large-Scale Expression of Membrane Proteins Using P. pastoris

3.5.1

P. pastoris for Membrane Protein expression

The first use of P. pastoris as a host for the expression of an integral membrane 

protein was reported in 1995 when Helmut Reilander and his colleagues success-

fully expressed a member of the G-protein-coupled receptor (GPCR) family – the 

mouse serotonin receptor 5-HT5A [38]. Few additional membrane proteins were 

then assayed in the following years before the system became more and more 

popular in the 2000s: a thorough survey we conducted on the last decade of pub-

lished results revealed 100 references encompassing more than 150 different 

membrane proteins expressed in P. pastoris (Table 3.3). In this list where only 

integral membrane proteins were considered (soluble domains of membrane 

proteins as well as membrane-anchored proteins were excluded), all classes of 

eukaryotic membrane proteins are equally represented. This includes monotopic 

receptors and enzymes, several aquaporins and ion channels, many members of 

the GPCR family, as well as large polytopic transporters bearing up to 17 putative 

transmembrane domains. This survey also highlights the great potential of P. 

pastoris for coexpression approaches, including studies on two membrane subu-

nits of multimeric protein complexes, two interacting membrane protein partners, 

as well as a membrane protein and a cytosolic partner, in strategies where the 

coexpressed genes are either borne on a same vector or on two distinct vectors. 

Successful coexpression was actually recorded for the α and β subunits of Na/K-

ATPase [39–42], and for α/β and phospholemman (a membrane modulator of the 

enzyme) [43]. Similarly, coexpression strategies were also reported for Kv1.2, a 

membrane subunit, and Kvβ2, a cytosoluble partner, of the rat voltage-dependent 

K+ channel [44–46].
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Table 3.3 Recombinant membrane proteins produced using the P. pastoris expression system.

Protein name Organism kDa Transmembrane 

domains

Strains

Transporters

P-glycoprotein MDR3 mouse 140 12 GS115

P-glycoproteins MDR3 (S430T, 

S1073T)

mouse 140 12 GS115

Multidrug resistance protein 

MRP1

human 165 17 GS115, KM71

Phosphate transporter MtPT1 Medicago truncatula 45 ND GS115

Intestinal peptide transporter 

hPEPT1

human 71 ND GS115

P-glycoproteins MDR1, MDR3 

(unglycosylated)

human, mouse 140 12 GS115

P-glycoprotein MDR1 (Cys-less) human 140 12 GS115

Antimalarial drug resistance 

protein Pfcrt (codon-optimized)

Plasmodium 

falciparum

57 10 KM71, GS115

P-glycoprotein MDR3 mouse 140 12 GS115

Serotonin transporter rSERT rat 50 12 GS115, 

SMD1168

Breast cancer resistance protein 

BCRP

human 62 6 KM71

Sodium/glucose cotransporter 

hSGLT1

human 55 9 GS115

Copper transporter hCTR1 human 23 3 SMD1163

Low-affinity cation transporter 

LCT1

wheat ND ND GS115

Chloroquine resistance 

transporter PfCRT 

(codon-optimized)

Plasmodium 

falciparum

45 10 KM71

P-glycoprotein MDR3 (Cys-less) mouse 140 12 GS115

Multidrug resistance protein 

PfMDR1 (codon-optimized)

Plasmodium 

falciparum

161 12 KM71, X-33

16 ABC transporters: ABCC3, 

ABC A1, A4, B1, C10, C11, C12, 

G5, G8, B7, B6, D1, E1, F1, G1, 

G4

human 176 6, 12 KM71

Glucose transporter NlHT1 Nilaparvata lugens 40 12 X-33
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Vector constructs (plasmid 

backbone)

Activity Process Reference

(pHIL-D2)-MDR3-His6-bio P: 4.3 μmol/min/mg, 0.35 mg/l CESP [47]

(pHIL-D2)-mutMDR3-His6 P: 3 μmol/min/mg, 0.7 mg/l CESP [48]

(pHIL-D2)-MRP1-HA-His6 ligand binding assay CE [49]

(pPIC3K)-MtPT1 functional complementation CE [50]

(pGAPZB)-hPEPT1-c-Myc-His transport assay, E: 64 pmol/mg CE [51]

(pHIL-D2)-QQQ-MDR1-His10, 
(pHIL-D2)-QQQ-MDR3-His6

ATPase activity, P: 1.2–3.8 U/mg, 
0.75–1.25 mg/l

CESP [52]

(pHIL-D2)-MDR1-His10 ATPase activity, P: 0.75 mg/l CESP [53]

(pPIC3.5)-Pfcrt-bio ATPase activity CESP [54]

(pHIL-D2)-MDR3-His6 ATPase activity CESP [55]

(pHIL-D2)-rSERT nonfunctional CE [20]

(pHIL)-BCRP-His10 ATPase activity, ligand binding assay, 
E: 80 nmol/min/mg

CE [56]

(pPICZB)-hSGLT1-FLAG-His6 functional transport, E: 273 nmol/
min/mg, P: 3 mg/l

CESPC [57]

(pPIC3.5K)-HA-hCTR1N15Q functional complementation CESPCS (6 Å) [58]

(pPIC3.5K)-LCT1 E: 14 pmol/106 cells/10 min CE [59]

(pPICZA)-CRT-His6 transport activity, P: 487 pmol/mg/
min

CESP [60]

(pHIL-D2)-MDR3-His6 P: 2.7 μmol/min/mg, 60 mg/g cells CESP [61]

(pPICZc/
pPIC3.5)-PfMDR1-His6-bio

ATPase activity, P: 63 μmol/mg/min CESP [62]

(pSGP18)-AF-ABC-CBP-His6 ATPase activity, P: 82 nmol/min/mg, 
P: 35 mg/g cells

CESP (ABCC3) [63]

(pPICZB)-NlHT1-c-Myc-His6 transport activity CE [64]

7

(Continued)
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Protein name Organism kDa Transmembrane 

domains

Strains

Vesicular glutamate transporter 

VGLUT1

rat 61 12 X-33

Glucose transporters GLUT1 and 

GLUT4

human, rat 42, 46 12 X-33

P-glycoprotein Pgp mouse ND 12 GS115

Formate-nitrite transporter 

AnNitA

Aspergillus nidulans 31 6, 8 GS115

Water channel proteins

Aquaporin PM28A spinach 32 6 X-33

Aquaporin SoPIP2;1 spinach 32 6 ND

Aquaporin PvTIP3;1 plant 25 6 KM71

Aquaporin SoPIP2.1 spinach 32 6 X-33

Aquaporin AQP6 rat 29 6 X-33, GS115, 

KM71

Aquaporin hAQP1 human 35 6 X-33

Aquaglyceroporin PfAQP 

(codon-optimized)

Plasmodium 

falciparum

30 6 X-33

Aquaporin HsAQP5 human ND 6 ND

Aquaporin AtPIP2;1 Arabidopsis thaliana 55 6 X-33

Aquaporins TgPIP2;1, TgPIP2;2 Tulipa gesneriana 31 6 KM71

Aquaporin Aqy1 Pichia pastoris ND 6 GS115 aqy1

Aquaporin hAQP4 human ND 6 X-33

13 Aquaporins (hAQP0 to 

hAQP12)

human 30 6 X-33

Ion channel proteins

Voltage-sensitive K+ channel 

Kv1.2/β2 (coexpression)

rat 58/40 6 SMD1163

Voltage-dependent K+ channel 

Kv1.2/β2 (coexpression)

rat ND 6 SMD1163

Calcium-activated K+ channel SK2 mammalian 64 6 SMD1163

Chimeric K+ channel Kv1.2/

Kv2.1/β2.1 (coexpression)

rat ND 6 SMD1163

Inward-rectifier K+ channel Kir2.2 chicken ND 6 SMD1163

Table 3.3 (Continued)
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Vector constructs (plasmid 

backbone)

Activity Process Reference

(pGAPZB)-c-Myc-His-VGLUT1 P: 1 mg/l CESP [65]

(pPICZB)-GLUT-His8 transport activity, P: 13.1 mg/g cells CESPC [66]

(pHIL-D2)-QQQ-Pgp-His6 ATPase activity CESPCS (3.8 Å) [67]

(pPICZA)-His6-AnNitA ND CESP [68]

(pPICZB)-PM28A-c-Myc-His6 P: 25 mg/l CESP [69]

(ND)-SoPIP2;1 water channel activity CESPCS (5 Å) [70]

(pPICZ)-PvTIP3;1-gly3-His6 water channel activity CE [71]

(pPICZB)-SoPIP2.1 ± His6 P: 25 mg/l CESPCS (2.1, 3.9 Å) [72]

(pPICHOLi/pPICZ)-AQP6-His6 E: 7 pmol/mg CE [73]

(pPICZB)-hAQP1-c-Myc-His6 water channel activity, P: 90 mg/l CESPC [74]

(pPICZB)-PfAQP-c-Myc-His6 P: 18 mg/l CESPC [75]

(pPICZB)-HsAQP5 water channel activity CESPCS (2 Å) [76]

(pPICZB)-WT/mutAtPIP2;1 water channel activity, P: 65 μg/l CESP [77]

(pPICZB)-TgPIP2-gly3-His6 water channel activity CE [78]

(pPICZaB)-ΔN36Aqy1-His6 water channel activity CESPCS (1.5 Å) [79]

(pPICZ)-His8-FLAG-hAQP4 water channel activity CESPCS (1.8 Å) [80]

(pPICZB)-hAQP-His6 water channel activity CE [81]

(pPIC3.5K)-His8-Kv1.2; 
(pPICZC)-strepII-Kvβ2

E: 98 pmol/mg, P: 26 mg, 3.3 nmol/
mg

CESPCS (2.1 nm) [44]

(pPICZC)-His8-Kv1.2-β2 P: 10 mg/ml CESPCS (2.9 Å) [45]

(pPIC3.5K)-strepII-His-SK2 E: 0.1 pmol/mg CES [82]

(pPICZC)-His10-Kv1.2/

Kv2.1/β2.1

channel activation CESPCS (2.4 Å) [46]

(pPICZB)-Kir2.2-GFP-1D4 channel activation, P: 8 mg/ml CESPCS (3.1 Å) [83]

(Continued)
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Protein name Organism kDa Transmembrane 

domains

Strains

GPCRs

Endothelin receptor B ETB human 55 7 SMD1163

Endothelin receptor B ETB human 55 7 SMD1163

Cannabinoid receptor CB2 human 51 7 X-33

Mu-opioid receptor HuMOR human 74 7 GS115, 

SMD1163, 

SMD1168, X-33

Dopamine receptor D2S human 40 7 SMD1163

Dopamine receptor D2S human 51 7 SMD1163

Receptor smoothened hSmo human 80 7 GS115

Cannabinoid receptor CB1 human 75 7 X-33

Mu-opioid receptor HuMOR human 45/66 7 SMD1163

20 GPCRs: ADA1B, ADA2B, 

ACM1, ACM2, HRH2, OPRK, 

5HT1D, 5HT1B, 5HT1A, DRD2, 

NK1R, NK2R, NK3R, NPY1R, 

AA2AR

human, pig, mouse, 

rat

ND 7 SMD1163

Adenosine A2A receptor hA2AR human 34 7 SMD1163

β2-Adrenergic receptor β2AR 

(codon-optimized)

human 45 7 SMD1168

100 GPCRs human, pig, mouse, 

rat, bovine, yeast

36–126 7 SMD1163

EDG-1 receptors human 69 7 SMD1168

Bradykinin B2 receptor B2R human 68 7 GS115

Bradykinin B2 receptor B2R human 55 7 SMD1163

Table 3.3 (Continued)
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Vector constructs (plasmid 

backbone)

Activity Process Reference

(pPIC9K)-AF-FLAG-

ETB/ΔGPETB-bio

E: 35–60 pmol/mg CE [84]

(pPIC9K)-AF-FLAG-ΔGPETB-

bio/GFP/His10; 

(pPIC9K)-AF-FLAG-His10-

ΔGPETB-bio

E: 7–60 pmol/mg CESP [85]

(pPICZa)-AF-CB2-c-Myc-His6 E: 2.6 pmol/mg CESP [86]

(pPICZaA)-AF-GFP-HuMOR-c-

Myc-His6

E: 1 pmol/mg CE [87, 88]

(pPIC9K)-AF-FLAG ± His6-D2S P: 10 pmol/mg CESP [89]

(pPIC9K)-AF-FLAG ± His6-D2S, 

(pPIC9K)-AF-FLAG-D2S-His10/

bio

E: 37–80 pmol/mg CES [90]

(pAO815)-hSmo-CBD-strep-

HA-His6

ND CESP [91]

(pPICZa)-AF-FLAG-CB1-c-Myc-

His6

E: 3.6 pmol/mg CESP [92]

(pPICZ) ± 

GFP-HuMOR-c-Myc-His6

E: 0.45 pmol/mg CESP [93]

(pPIC9K)-AF-FLAG-His10-

GPCR-bio

E: 0.3–165 pmol/mg CE [94]

(pPICZaA)-AF-FLAG-His10-

hA2AR

P: 18 nmol/mg CESP [95]

(pPIC9K)-AF-His6-β2AR P: 11 nmol/mg CESP [96]

(pPIC9K)-AF-FLAG-His10-

GPCR-bio

E: 0.1–180 pmol/mg CE [97]

(pPIC9K)-AF-EDG-1-GFP E: 8.2 pmol/mg CES [98]

(pPIC9K)-AF-B2R-GFP ND CES [99]

(pPIC9K)-AF-FLAG-His10-B2R-

bio

E: 3.5 pmol/mg CE [100]

(Continued)
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Protein name Organism kDa Transmembrane 

domains

Strains

Neuromedin U receptor NmU2R human 60 7 SMD1163

Cannabinoid receptor CB2 human 42 7 X-33

12 GPCRs: CNR2, NK1R, NK3R, 

ADA1B, ADA2B, ADA2C, D2DR, 

OPRK, OPRD, P2RY1, HRH1, 

PAR1

human, rat 40–50 7 SMD1163

Mu-opioid receptor (ΔN64) 

ΔN64-HuMOR

human 38 7 SMD1163

β-Adrenergic receptors β1AR, 

β2AR, β3AR

human 66 7 SMD1163

25 nonglycosylated GPCRs: 

CNR1, AGTR2, HTR1B, 

ADORA2A, DRD1, DRD2, DRD4, 

DRD5, OPRK, CHRM2, PTGER1, 

PTGER2, PTGER3, PTGER4, 

TBXRA2, TACR1, TACR2, 

TACR3, NTSR1, ADRB2, HRH4

human, mouse ND 7 SMD1163

Leukotriene B4 receptor BLT1 guinea pig 100 7 GS115

Enzymes

11β-OH steroid dehydrogenase 

11β-HSD1

human 29 ND GS115

Monoamine oxidase B MAOB human 60 1 KM71, GS115

Monoamine oxidase B MAOB human 60 1 KM71, GS115

Monoamine oxidase A MAOA human 60 1 KM71

11β-OH steroid dehydrogenases 

11β-HSD1

human, rat 31 ND GS115, X-33

Isatin-bound monoamine oxidase 

B MAOB

human 60 1 KM71, GS115

Na/K-ATPase (α1, β1) 

(coexpression)

pig 112/47 10, 1 SMD1165

Oxidosqualene cyclase hOSC human 80 1 GS115

Na/K-ATPase (α, β) 

(coexpression)

pig ND 10, 1 SMD1165

Table 3.3 (Continued)

c03.indd   88 2/16/2011   11:42:26 AM



M

Robinson—Production of Membrane Proteins 

Vector constructs (plasmid 

backbone)

Activity Process Reference

(pPIC9K)-AF-FLAG-His10-
NmU2R-bio

E: 6 pmol/mg CE [21]

(pPICZa)-AF-FLAG-CB2-c-Myc-
His6; (pPICZa)-AF-FLAG-CB2-
His6/His10

ligand binding assay CESP [101]

(pPIC9K)-AF-FLAG-His10-
GPCR-bio

ligand binding assay, P: up to 
0.9 mg/l

CESP [102]

(pPICZB) ± AF ± 
GFP-ΔN64-HuMOR-c-Myc-His6

P: 5 mg/l CESP [103]

(pPICZ)-AF-GFP-βAR-c-Myc-
His6

ND CESP [104]

(pPIC9K)-AF-FLAG-GPCR-
His10

E: 0–75.4 pmol/mg CE [22]

(pPIC3.5K)-AF-FLAG-BLT1 E: 50 pmol/mg, P: 0.4 mg/l CESP [105]

(pPIC3.5K)-11β-HSD1 enzyme activity CE [106]

(pPIC3.5K)-MAOB oxidase activity P: 100 mg/l CESP [107]

(pPIC3.5K)-MAOB ND CESPCS (3 Å) [108]

(pPIC3.5K)-MAOA P: 115 mg/l CESP [109]

(pPIC3.5K/
pPICZB)-His6-11β-HSD1

dehydrogenase activity, S: 713 pmol/
min/mg

CESP [110]

(pPIC3.5K)-MAOB ND CESPCS (1.7 Å) [111]

(pHIL-D2)-α1/β1 E: 30–50 pmol/mg CE [39]

(pPICZB)-hOSC-c-Myc-His6 IC50 values, P: 105 mg/l CESPC [112]

(pHIL-D2)-α/His10-β E: 30 pmol/mg, 1 g/3 l CESP [40]

(Continued)
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Protein name Organism kDa Transmembrane 

domains

Strains

Clorgyline-bound monoamine 

oxidase A MAOA

human 60 1 KM71

Cytochrome P450 2D6 

monooxygenase CYP2D6/

NADPH P450 oxidoreductase 

CPR (coexpression)

human 56/77 1, 1 X-33

Adrenal cytochrome b561 Cytb561 bovine 28 5, 6 GS115

Cytochrome P450 PcCYP1f Phanerochaete 

chrysosporium

60 ND KM71

Phospholemman (PLM)/

Na/K-ATPase (α1, β1) 

(coexpression)

human PLM, pig 

(α1, β1)

ND 1, 1, 1 SMD1165

Na/K-ATPase (α1, β1) 

(coexpression)

human, pig ND 10, 1 SMD1165

Cytochrome P450 17α-

hydroxylase CYP17

human 54 ND GS115

Apo and GSH-complexed 

leukotriene C4 synthase LTC4S

human ND 4 KM71H

Na/K-ATPase (α3, β1) 

(coexpression)

pig 110/44 10, 1 GS115, 

SMD1168

Monoamine oxidase B MAOB rat 60 1 KM71

Leukotriene C4 synthase LTC4S rat 18 4 KM71

Monoamine oxidase A MAOA rat 60 1 KM71

Monoamine oxidase MAO zebrafish 60 1 KM71

Other membrane proteins

Thromboplastin, tissue factor TF rabbit 31 1 GS115

Immunotoxin Cyt2Aa1 

(codon-optimized)

Bacillus thuringiensis 60 1? KM71

Lectin-like oxLDL receptor 1 

hLOX-1

human 43 1? GS115

Table 3.3 (Continued)
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backbone)

Activity Process Reference

(pPIC3.5K)-MAOA P: 115 mg/l CESPCS (3 Å) [113]

(pPICZA)-CPR-CYP2D6 E: 8.8 pmol/min/pmol enzyme CE [114]

(pPICZB)-Cytb561-His6 S: 0.7 mg/l, P: 2.7 mg CESP [115]

(pPICZA)-PcCYP1f ND CE [116]

(pHIL-D2)-α1/His10-β1; 
(pGAPZA)-PLM

ATPase activity CESP [43]

(pHIL-D2)-α1/His10-β1 S: 8–16 μmol/min/mg CESP [41]

(pPIC3.5K)-CYP17(His) E: 300 pmol/mg CES [117]

(pPICZA)-His6-LTC4S ND CESPCS (2, 2.15 Å) [118]

(pAO815)-α3/β1 E: 0.23 mg/l CESP [42]

(pPIC3.5K)-MAOB oxidase activity, P: 100 mg/0.5 l CESP [119]

(pPICZA)-His6-LTC4S P: 1 mg/l, 49 μmol/mg/min CESPC [120]

(pPIC3.5K)-MAOA E: 700 U/l, P: 200 mg/l CESP [121]

(pPIC3.5K)-zMAO P: 200 mg/l, 300 U/l CESP [122]

(pIL-D26)-PHO1-TF-His6 P: 0.1 mg/g cells CESP [123]

(pPICZB)-CsFvC6.5-
synCyt2Aa1-c-Myc-His6

cytotoxic activity, P: 10 mg/l CESP [124]

(pPIC9K)-AF-hLOX-1-His6 ND CESP [125]

(Continued)
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Protein name Organism kDa Transmembrane 

domains

Strains

Metal-dependent hydrolase 

PAB0107

Pyrococcus abyssi 20–46 5 X-33

Chloride channel PAB2010 10

Putative membrane protein 

PAB0965

3

Fe3+ ABC protein PAB0677 9

Carbohydrate transport protein 

PAB0724

9

Tetraspanin hCD81 human 26 4 X-33, GS115

Peroxisomal membrane protein 

22 PMP22

rat 22 4 SMD1163

Tetraspanin peripherin/RDS p/

RDS

ND 37 4 KM71

Epidermal growth factor receptor 

2 HER-2/neu

human 200 1 X-33

Table 3.3 (Continued)

In the vector constructs column: His6, His8, His10, 

hexa-, octa-, deca-istidine tag; AF, α factor secretion 

signal; CBP, calmodulin binding peptide; gly3, 

triglycine tag; strep, streptavidin tag; strepII, StrepII 

tag (MAWSHPQFEK); 1D4, 1D4 antibody recognition 

sequence (TETSQVAPA); HA, hemagglutinin A tag; 

c-Myc, C-terminal myc epitope (EQKLISEEDL); FLAG, 

FLAG tag; bio, biotin acceptor domain.

In the process column CESPCS: C, cloning; E, expression; 

S, solubilization; P, purification; C, cristallization; S, 

structure.

Other: ND, not determined.

Moreover, this list not only reports on expression evaluations in P. pastoris but 

also covers solubilization, purification, crystallization, and structural studies of 

membrane proteins produced with this system. Remarkably, high-resolution struc-

tures for a dozen of them were thus obtained (see CEPSCS-labeled references  

in Table 3.3), which represents about one-third of the recombinantly produced  

eukaryotic membrane proteins for which a three-dimensional structure is available 

as of January 2010 (http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html). 

Overall, these records highlight P. pastoris as one of the most performant heterolo-

gous expression system for the structural studies of eukaryotic membrane proteins.

3.5.2

Common Trends for an Efficient Expression of Membrane Proteins in P. pastoris

The basic experimental data recorded in Table 3.3 are intended to give some 

general directions to help the reader in the choice of an adapted procedure to start 

with for his/her favorite membrane protein to be expressed in P. pastoris.
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Vector constructs (plasmid 

backbone)

Activity Process Reference

(pPICZB/pPICZa) ± 

AF-MP-c-Myc-His6

ND CESP [126]

(pPICZB)-hCD81-His6 P: 1.75 mg/l CESP [127]

(pPICZA)-His10-PMP22 P: 90 mg/4 l CESP [128]

(pPICZA)-p/RDS-c-Myc-His6 P: 0.3 mg/l CESP [129]

(pPICZaA)-AF-HER-2/neu-c-

Myc-His

ND CE [130]

Regarding the plasmidic constructs to select, nearly all kinds of available expres-

sion vectors have been assayed, most exclusively based on the PAOX1 inducible 

promoter. To our knowledge, only three noticeable exceptions are reported on the 

use of vectors bearing the constitutive promoter PGAP for the expression evaluation 

of membrane proteins, including the human intestinal peptide transporter hPEPT1 

[51], the human phospholemman [43], and the rat vesicular glutamate transporter 

1 VGLUT1 [65]. In all cases the expression levels were rather significant; however, 

no comparison was conducted on the benefit of such a constitutive expression over 

an inducible system.

Overall, no real tendency emerges in the choice of a given vector for a given type 

of membrane protein, except in the case of water channel proteins where pPICZ 

constructs were always privileged. Similarly, whereas a secretion sequence is quite 

systematically added upstream of GPCR open reading frames (ORFs) for an 

enhanced expression of functional proteins, there is no apparent rule for all the 

other reported membrane proteins whatever their topology and orientation in the 

membrane. In the case of the six-transmembrnae domain aquaporins, for instance, 

where N- and C-termini are intracellularly located, protein expression has been 

evaluated with or without a fused secretion sequence and both situations proved 

efficient enough to obtain high-resolution structures of the produced protein ([79] 

versus [72, 76, 80]).
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As for several other expression systems, a large panel of tag sequences are fre-

quently inserted to improve the downstream detection and purification steps, 

ranging from hexa- or decahistidine (the most widely employed tags), c-Myc, 

FLAG, HA and StrepII epitopes, to larger peptidic domains such as a biotinylation 

domain (bio), a calmodulin binding domain (CBD), or the fluorescent protein 

GFP. In addition, protease cleavage sequences are sometimes included in the 

constructs such as the Factor Xa or tobacco etch virus (TEV) sequences in order 

to eliminate the fused tags after or during [102] the purification step.

Nearly all commercially available strains have been used to express membrane 

proteins. While the criteria used for the choice of a given strain are generally not 

documented, few studies reported on the membrane protein-dependent differen-

tial behavior of strains – a phenomenon that is commonly observed. SMD1163, 

KM71, and X-33 indeed appeared more performant than GS115 for the expression 

of a GPCR [38], an ATP-binding cassette (ABC) transporter [49], and a tetraspanin 

[127], respectively, whereas GS115 performed better than SMD1168 for the recom-

binant expression of a serotonin transporter [20]. Alternatively, no real variation 

of the expression level could be observed when a GPCR, the μ-opioid receptor, was 

evaluated in the X-33, GS115, SMD1163, and SMD1168 strains [87].

In most of the reported studies, functional expression levels of membrane pro-

teins are assessed through both specific immunodetection tests and activity assays. 

In the situation where these parameters can be compared, as in the particular case 

of GPCRs, the outcome highlights a very fluctuating performance of the system 

that not only depends on the expressed membrane protein, but also on the experi-

mental conditions assayed. Therefore, optimization of the expression conditions 

is often very helpful for the recovery of higher amounts of functional recombinant 

membrane proteins. This is the issue of the next section that aims at illustrating 

how expression levels can be enhanced with GPCRs as model membrane 

proteins.

3.6

Guidelines for Optimizing Membrane Protein Expression in P. pastoris Using 

GPCRs as Models

From the seminal work of Weiss et al. [38], more than 30 original articles focusing 

on GPCR expression in P. pastoris have been published so far. This wealth of 

quantitative and qualitative information relative to hundreds of different receptors 

from the same membrane protein family represents an ideal source of data to 

exemplify the different directions that can be undertaken to enhance the expres-

sion levels of membrane proteins. Different experimental adjustments conducted 

in several of these studies indeed proved highly beneficial. They can be divided 

into two main categories that are detailed below: those allowing us to design and 

to select for the most performing clones, and those implemented at the level of 

growth and induction. In addition, some considerations on optimizing yeast cell 

lysis are also briefly discussed.
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3.6.1

Design and Selection of Enhanced Expression Clones

As a general rule in heterologous expression studies, optimizing the coding 

sequence of the gene to be expressed is often very helpful. For instance, fitting the 

gene sequence to the codon usage of the host organism has generally shown a 

beneficial impact on expression levels (reviewed in [131]). In the case of GPCRs 

expressed in P. pastoris, a codon-optimized human β2-adrenergic receptor (β2AR) 

exhibited an activity of 6 pmol/mg in total membrane preparations [96] – a figure 

to be compared with the 24 pmol/mg functional receptors that were obtained for 

a nonoptimized human β2AR expressed in a quite similar context [19]. This codon-

optimization engineering of a GPCR thus did not appear really profitable, albeit 

this single reported approach may probably not be representative and more data 

are needed. Similarly, with the double goal of improving expression levels and 

receptor homogeneity, direct mutagenesis of potential N-glycosylated residues was 

evaluated on several GPCRs and revealed a rather average outcome: whereas the 

receptor homogeneity was generally enhanced, the specific activity of the receptors 

was lowered in most cases [22, 95], only few of them being improved [22, 84] or 

remaining unchanged [90]. Larger sequence modifications were also reported, 

showing important beneficial effects for a C-terminally truncated adenosine A2A 

receptor [132] and for a 47-amino-acid deletion of an internal loop for an acetyl-

choline muscarinic receptor [22], but with no real impact on expression levels in 

the case of a N-terminal deletion of a μ-opioid receptor [103, 133].

Introducing additional fusion sequences may sometimes reveal a fruitful way 

to increase expression of GPCRs. Several studies notably compared the benefit of 

secretion signals added upstream the gene of interest, showing a very substantial 

effect of the signal sequence of the α-factor from S. cerevisiae on the expression 

levels of a serotonergic [38], an opioid [103, 133], and a dopaminergic [90] receptor. 

This signal sequence is since systematically inserted for GPCR expression.

Addition of short tag sequences including the hexa- or decahistidine, FLAG or 

the c-Myc regularly proved very useful for the downstream detection and/or puri-

fication procedures of GPCRs, but did not result in significant changes in their 

expression levels. Similarly, GFP fused to several GPCRs either C-terminally [85, 

98, 99] or N-terminally [103, 104] did not markedly modify their expression profile. 

Instead, the GFP fusion appeared a useful multipurpose tool for (i) the selection 

of overexpressing clones, (ii) the determination of total recombinant protein 

expression, (iii) the evaluation of solubilization and purification conditions, and 

(iv) the subcellular localization of the receptors.

Interestingly, a significantly increased production level was observed when the 

biotinylation domain of the transcarboxylase from Propionibacterium shermanii was 

fused to the C-terminus of several receptors. For instance, for 5-HT5A [19], human 

ETB endothelin receptor (ETBR) [85], DRD2 [90], and β2AR (C. Reinhart, personal 

communication) the number of active receptors per cell was more than doubled. 

In addition, the absence of this sequence from the GPCR constructs used in the 

study of Yurugi-Kobayashi et al. [22] probably participated to the lower expression 

5
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levels observed for several of them when compared to the same receptors bearing 

this biotinylation domain [97]. Addition of this domain likely stabilized the recom-

binant receptor either by protecting the receptor from direct degradation or main-

taining folding fidelity to avoid the unfolded protein response.

Regarding the choice of the cellular host to use, several studies compared the 

benefit of one strain over the others. For instance, the receptors 5-HT5A and ETA 

were respectively expressed at higher levels in the protease-deficient strains 

SMD1163 [38] and SMD1168 [134] than in the GS115 strain (see Table 3.1 for the 

description of the strains). Similarly, the strain SMD1168 appeared a most appro-

priate host for the expression of a CB2 receptor when compared to the strain X-33 

[101]. In several other cases, however, no significant differences were observed, 

and strains from the SMD series were mainly retained because of their protease-

deficient properties and their inherent lower impact on protein degradation during 

the downstream preparative steps.

In addition, since multicopy integration events occur with a relatively high fre-

quency in P. pastoris transformants, gene dosage is also an important issue that 

directly impacts expression levels. For instance, a panel of clones resistant to 

increasing concentrations of zeocin [88] and G418 (geneticine) [19, 90] was selected 

for its representative content of integrated GPCR gene copy number. These studies 

and others show that the levels of active receptors increased correlatively with the 

number of integrated copies up to a plateau after which additional copies had no 

effect. Most importantly, from our observations (unpublished data), clones bearing 

the highest antibiotic resistance levels (i.e., the highest copy number of GPCRs 

genes) were often those presenting the highest amounts of immunodetected 

receptors, whereas ligand-binding activities were not improved. Such clones are 

thus generally not desired as they display a large proportion of nonfunctional 

receptors. Moreover, these observations strongly suggest that the bottleneck for 

the production of functional receptors lies in folding and/or post-translational 

processing rather than in the transcription and translation steps. As a conse-

quence, clone selection procedures have to rely both on a representative pheno-

typic screening followed by an appropriate evaluation of the receptor quantity and 

activity.

3.6.2

Optimization of the Expression Conditions

Once the most performant clones have been selected, further improvements can 

be implemented by appropriately adjusting some of the experimental parameters 

that influence the host cell physiology, and hence its performance for heterologous 

gene expression, correct protein folding, and proper trafficking. These external 

factors include culture format and procedures, temperature and time of induction, 

cell densities, formulation of growth media, or supplementation with stabilizing 

compounds or chemical chaperones.

As a first step, evaluating the production time course of a GPCR is often very 

useful as the outcome may vary importantly from one receptor to another. For 
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instance, 10 h was determined as the optimal induction time for different con-

structs expressing a μ-opioid receptor [87], whereas the highest expression levels 

were obtained in the range of 18–24 h postinduction for a majority of other recep-

tors and up to 60 h for an engineered ACM2 muscarinic receptor [22]. Similarly, 

while the induction phase in methanol-containing media is usually performed 

using cell densities of about 5 × 107 cells/ml (1 OD600/ml), we observed that this 

parameter was differently affecting the expression level of GPCRs, higher cell 

densities (up to 10 OD600/ml) being actually more appropriate for several of them 

(unpublished data).

Formulation of the induction media is also an important issue. Adjustments in 

the composition of buffered media, pH values, and methanol concentration 

usually did not bring major benefits in GPCR expression, and a typical induction 

is generally performed at pH 5–7 in buffered complex media containing 0.5% 

methanol. Much more substantial improvements, however, can be gained by sup-

plementing these media with some small compounds that are believed to facilitate 

the folding and processing of the recombinant proteins. Among these molecules, 

dimethyl sulfoxide (DMSO) added in the induction medium remarkably increased 

the production yield of 16 out of 20 tested receptors up to 6-fold relative to standard 

conditions [94]. Similar effects were observed in other studies evaluating GPCR 

expression not only in the P. pastoris system [21, 100], but also using mammalian 

[21] or insect [135] cells hosts. The precise role of DMSO here is not clear, but it 

has been shown to dramatically alter the membrane properties of several organ-

isms by increasing their permeability [136], thus possibly influencing the proc-

esses of membrane protein translocation. DMSO is also thought to act as a 

stabilizer of folding intermediates and has been already qualified a chemical chap-

erone [137]. In a comparable fashion, adding ligands specific to a given GPCR 

proved highly beneficial for a large majority of tested receptors [19, 90, 94]. In the 

case of a histaminergic H2 receptor, the expression level was improved up to 7-fold 

in the presence of an antagonist compound, cimetidine, in the induction medium 

[94]. Such small molecules are considered pharmacological chaperones as they 

have been shown to selectivity promote the proper folding and trafficking of the 

targeted GPCR [137], therefore limiting the recurrent complications related to 

misfolding/aggregation and misfolding/degradation pathways.

In addition, it was shown in several studies that lowering temperature during 

expression to a typical range of 18–24 °C was optimal for various receptors, as 

measured by ligand binding [22, 87, 90, 94, 95]. Possible explanations for the 

temperature effect include slowing down protein production and not overloading 

the translocation machinery, protein processing, or intracellular trafficking. Low-

ering temperature has also been shown to reduce proteolytic activities and upregu-

late cold shock proteins such as chaperones.

As illustrated in a work we conducted on a selection of 20 GPCRs [94], adjusting 

these different parameters at the culturing level always turned out beneficial and 

every tested clones revealed higher ligand binding values (Bmax) compared with the 

standard condition. Strikingly, eight out of these 20 receptors revealed high Bmax 

values (above 20 pmol/mg) after optimization. In addition, we and others also 

 3.6 Guidelines for Optimizing Membrane Protein Expression in P. pastoris Using GPCRs as Models  97

c03.indd   97 2/16/2011   11:42:27 AM



M

Robinson—Production of Membrane Proteins 

 98  3 Expression Systems: Pichia pastoris

found that the amount of functional receptor (in terms of ligand binding) did not 

scale with the total amount of receptors evaluated either by immunodetection [94] 

or by fluorescence [88] measurements. Most importantly, the total amount of 

receptors was not changed after optimization while the total number of binding 

sites (Bmax) was increased from 1.3- to more than 8-fold. These data are all in agree-

ment with the concept that GPCRs are expressed in P. pastoris under a functional/

nonfunctional equilibrium that can be modulated with the expression conditions 

that are used.

3.6.3

Yeast Cell Lysis

As a common trait of budding yeasts, P. pastoris possesses a thick protective cell 

wall that requires the use of aggressive disruption methods for the recovery and 

preparation of the membrane protein-containing fractions. The choice of a cell 

lysis method suited to P. pastoris cultured in various volumes and formats is there-

fore nontrivial, albeit very few studies report on this important issue [27]. We here 

indicate a selection of techniques and apparatus references that we and others 

found the most adapted to this key step.

Shearing-based methods involving microbeads are mostly preferred as they are 

very efficient, compatible with a broad range of sample volumes, and directly 

accessible to most of the standard-equipped labs. In the simplest and widest used 

mode, cells are violently shaken with 500-μm diameter beads in cold buffers 

using a basic vortex apparatus in cycles alternating shaking and ice-cooling phases 

([38, 138] among others). In order to achieve more reliable and reproducible 

results, programmable equipment is recommended, such as the Tissue Lyser 

from Qiagen [132] or the FastPrep 24 from MP Biomedicals [102] that accom-

modate various sample volumes and formats (up to 50 ml), or the more sophis-

ticated and expensive grinder series from Dyno Mills [85] that can operate using 

large volumes both in batch or continuous modes. In addition, pressure-based 

instruments have also proven efficient for the lysis of P. pastoris cells, and besides 

the well-known French pressure cell press stands a panel of cell disruptors from 

Constant Systems that can handle from 1 to 20 ml of batch samples and more 

than 500 ml/min with the continuous flow models. Alternatively, methods involv-

ing glucanase enzymes (e.g., helicase from snail digestive juice; zymolyase or 

lyticase from microbial sources) can be used to remove the cell wall and give rise 

to spheroplast preparations that can be easily burst. For cost and practical reasons, 

however, these methods are obviously not recommended for the lysis of large 

cell volumes.

Noteworthy, we and others commonly observed that the longer the induction 

phase, the less efficient the lysis step. This is likely to be related to the very dynamic 

nature of the cell wall that can adapt to various physiological changes in order to 

maintain the integrity of yeast cells and prevent them from lysis [139]. This issue 

is notably to be considered when optimizing the induction time, which should 

ideally strike a balance between expression level and cell lysis efficiency.
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3.7

Conclusions and Future Directions

Overall, P. pastoris appears a very efficient heterologous system for the production 

of a large panel of membrane proteins. Importantly, a series of various optimiza-

tions including gene and vector sequence engineering, host strains, clone selection, 

culture format and procedures, temperature and time of induction, cell densities, 

formulation of growth media, and supplementation with stabilizing compounds or 

chemical chaperones, always prove very helpful for improving expression levels and 

protein functionality. As an exemplar illustration of such improvements, the func-

tional expression level of a dopaminergic D2S GPCR was increased from about 1000 

receptors per cell for an unmodified receptor up to more than 50 000 receptors per 

cell for an ultimate engineered αFD2SBio receptor [90].

Even if some general tips emerge, the outcome is, however, often a matter of 

membrane protein-dependent adjustments and successes still often rely on trial-

and-error strategies. An improved success rate will certainly be obtained in the 

coming years with a more rationalized use of P. pastoris, taking advantage of recent 

breakthroughs. Very recently, the combination of proteomics and genetics brought 

some mechanistic insights into the biology of recombinant production of mem-

brane proteins both in E. coli [140] and S. cerevisiae [141], and subsequently allowed 

the engineering of strains presenting a specific task-adapted physiology and 

enhanced production properties. Such strain evolution strategies have been already 

applied to P. pastoris, notably for the production of human glycoproteins in glyco-

engineered strains [23]. They will be probably further exploited with the recent 

release of the whole-genome sequence of P. pastoris [9] that is now fully accessible 

to proteomic analyses and genetic manipulations.
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    Chapter 3   

 Preparation of  Pichia pastoris  Expression Plasmids       

         Christel   Logez   ,    Fatima   Alkhalfi oui   ,    Bernadette   Byrne   , 

and    Renaud   Wagner         

  Abstract 

 When planning any heterologous expression experiment, the very fi rst critical step is related to the design 

of the overall strategy, hence to the selection of the most adapted expression vector. The very fl exible 

 Pichia pastoris  system offers a broad range of possibilities for the production of secreted, endogenous or 

membrane proteins thanks to a combination of various plasmid backbones, selection markers, promoters 

and fusion sequences introduced into dedicated host strains. The present chapter provides some guidelines 

on the choice of expression vectors and expression strategies. It also brings the reader a complete toolbox 

from which plasmids and fusion sequences can be picked and assembled to set up appropriate expression 

vectors. Finally, it provides standard starting protocols for the preparation of the selected plasmids and 

their use for host strain transformation.  

  Key words:   Plasmid ,  Expression ,  Purifi cation/detection tag ,  Promoter ,   Pichia pastoris  cell strains    

 

 Hundreds of proteins of various types, origins and functions have 
been produced in  Pichia pastoris  for many purposes and applications. 
Conveniently, a large set of representative examples have been listed 
in authoritative reviews and can advantageously serve the reader as 
points of reference  (  1–  4  ) . In these numerous studies, high yields 
are very often dependent on several parameters including the choice 
of the expression vector, the optimal gene sequence, the nature 
and site of insertion of any fusion tags, and the transformation and 
selection strategies. Thus, while no standards exist to predict which 
combination will enable the successful production of a given 
protein, we instead propose the following steps that may help in 
determining the appropriate tools and methods to start with, and 
where to fi nd them. 

  1.  Introduction
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  Except for a limited number of autoreplicative plasmids that are 
not yet frequently employed  (  5–  8  ) , the usual expression vectors are 
designed to be maintained as integrative elements in the genome 
of  P. pastoris  ( see  Subheading  1.6 . below). They are built on a clas-
sical  E. coli /yeast shuttle model with components required for 
 E. coli  amplifi cation (classically one origin of replication and one 
antibiotic selection marker) and specifi c elements for heterologous 
gene expression in  P. pastoris . These typically include selectable 
auxotrophy markers and/or antibiotic-resistance bacterial genes, a 
range of promoter and terminator sequences, a cloning cassette 
and supplementary fusion sequences that can be added for improv-
ing the secretion, detection and purifi cation of the recombinant 
proteins. Each is schematically represented as a building block in 
Fig.  1 , and these are further discussed in the following sections.   

   P. pastoris  harbours several strong or weaker promoters that can be 
exploited to drive heterologous expression of recombinant genes, 
both in an inducible or constitutive fashion (see Table  1 ). Inducible 
expression is usually the preferred strategy since it allows a convenient 
control of the experimental conditions applied before expression 
and is ideally adapted for the production of proteins that are toxic 
to the host.  P. pastoris  offers a panel of promoters that can be 
induced in the presence of various carbon or nitrogen sources  (  9  ) , 

  1.1.  What Plasmid 

to Select?

  1.2.  What Promoter 

to Use?

  Fig. 1.    Your Favourite  P. pastoris  Expression Vector (YF Pp EV). The fi ve different boxes rep-

resent the main elements that must be considered when building an expression vector. 

 GOI  gene of interest.       
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the promoter P 
 AOX1 

  from the alcohol oxidase encoding gene 
( AOX1 ) being predominantly employed. This promoter is tightly 
repressed by glucose and strongly induced by methanol  (  10  )  allow-
ing the cells to use methanol as the sole carbon source. A P 

 AOX1 
  

synthetic promoter library was recently developed revealing 
enhanced P 

 AOX1 
  variants that resulted in high levels of a recombinant 

GFP  (  11  ) . There are numerous cases, however, where constitutive 
expression performs as well as inducible expression, in particular 

when using the strong glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

P 
 GAP 

  promoter  (  9,   12  ) . In addition, constitutive expression is more 
straightforward to manage since no switch of carbon source is 
required, which is particularly convenient when running fermenta-
tion procedures.   

  This is a non-trivial question since the choice of intracellular or 
extracellular localisation can have a direct impact both on yield and 
integrity of the recombinant protein, as well as on the procedures 
required for isolation. Secreting the recombinant proteins outside 
the cell has several advantages: soluble protein production may be 

  1.3.  Do I Need 

a Secretion Signal?

   Table 1 

   P. pastoris  promoters for recombinant expression   

 Name  Original gene 

 Nature ( expression 

condition )  Strength  References 

 P 
 AOX1 

   Alcohol oxidase I  Inducible ( methanol )  Strong   (  29  )  

 P 
 AOX2 

   Alcohol oxidase II  Inducible ( methanol )  Strong   (  30  )  

 P 
 GAP 

   Glyceraldehyde-3-

phosphate 

dehydrogenase 

 Constitutive ( glucose , 

 glycerol ) 

 Strong   (  31  )  

 P 
 FLD1 

   Formaldehyde 

dehydrogenase 

 Inducible ( methanol , 

 methylamine ) 

 Strong   (  32  )  

 P 
 DHAS 

   Dihydroxyacetone 

synthase 

 Inducible ( methanol )  Weak   (  33  )  

 P 
 ICL 

   Isocitrate lyase  Inducible ( ethanol )  Not determined   (  34  )  

 P 
 YPT1 

   GTP-binding protein  Constitutive ( glucose , 

 methanol ,  mannitol ) 

 Weak   (  35  )  

 P 
 TEF1 

   Translation elongation 

factor 1 α  

 Constitutive ( glucose )  Strong   (  36  )  

 P 
 PHO89 

   Sodium phosphate 

symporter 

 Inducible ( phosphate 

starvation ) 

 Strong   (  37  )  

 P 
 PEX8 

   Peroxisomal matrix 

protein 

 Inducible ( methanol )  Weak   (  38  )  
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induced for longer periods of time since they are not accumulating 
in the limited volume of the cytoplasm where they might become 
toxic for the host. This can lead to an increased recombinant yield. 
Furthermore, no cell-lysis step is required and secreted proteins can 
be recovered directly from the culture medium, which contains far 
fewer contaminating proteins than the cells therefore simplifying 
the purifi cation process. One limitation is the frequent degradation 
of the secreted proteins by extracellular proteases and proteases 
released from lysed cells. In addition, proteins that are not naturally 
secreted may not be properly folded outside the cell. In this regard, 
intracellular production is a valuable alternative  (  13,   14  ) . 

 When opting for a secretion strategy, the target protein needs to 
be identifi ed as secreted by the presence of a signal sequence ( see  
Table  2 ). Successful secretion of many proteins from  P. pastoris  has 
been reported using a range of different signal sequences. These 
include a protein’s native secretion signal, the  Saccharomyces cerevi-
siae   α -mating factor prepro leader sequence ( α -MF), the  P. pastoris  
acid phosphatase ( PHO1 ) signal sequence and the invertase ( SUC2 ) 
signal sequence ( see  ref.  1  for an extensive list). Further information 
on the range and use of prepro peptides can be found in ref.  (  15  )  and 
this may provide a useful resource for selecting a signal sequence.  

 In the case of integral membrane proteins, adding a secretion 
sequence may be highly benefi cial for expression in  P. pastoris . 
Such an approach has proved highly effective for the production of 
GPCRs  (  16,   17  ) . However, the presence of the signal sequence has 
variable effects on the expression of other membrane protein-
encoding genes. In the case of aquaporins for instance, where the 

   Table 2 

  Signal sequences used for extracellular expression   

 Name  Protein signal sequence  Sequence structure  References 

  α  factor   S. cerevisiae   α  mating factor  85 residues 

 3 N-glycosylation sites 

 Kex2/Ste13 processing sites 

  (  39  )  

 PHO1   P. pastoris  acid phosphatase  15 residues 

 6 N-glycosylation sites 

  (  40  )  

 SUC2   P. pastoris  invertase  19 residues   (  39,   41  )  

 PHA-E   Phaseolus vulgaris  phytohaemagglutinin  21 residues   (  42  )  

 KILM1  Killer toxin type I  44 residues   (  42  )  

 pGKL  128-kDa killer protein  29 residues 

 Kex2 processing site 

  (  43,   44  )  

 CLY  Chicken lysozyme signal peptide  18 residues   (  45  )  

 CLY-L8  Engineered leucine-rich signal peptide  16 residues   (  45  )  
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amino- and carboxy-termini are both located intracellularly, protein 
production has been evaluated with or without a fused signal 
sequence. In both cases high yields of high-quality protein suitable 
for structural studies were obtained  (  18,   19  ) .  

  Whatever the objectives to be achieved when producing a protein 
with  P. pastoris  (biochemical and/or biophysical characterisation, 
structural studies, pharmaceutical or food production), recovering 
the protein in its most native form is generally mandatory. There 
are many examples of expression and subsequent isolation of 
untagged proteins requiring development of specifi c and often 
tedious purifi cation procedures. Alternatively, adding epitope tags 
allows detection, and isolation of the target protein using generic 
techniques and tools. An ideal tag should not only (1) exert a mini-
mal effect on the tertiary structure and the biological activity of the 
protein it is fused to but should also (2) allow a one-step adsorp-
tion purifi cation, (3) be easily and specifi cally removed to produce 
the native protein and (4) be applicable to a number of different 
proteins. While it is diffi cult to decide on the best fusion sequence 
and position to be used for a specifi c protein, we present in Table  3  
a list of tags and protease cleavage sites to release them that have 
proven helpful for the production of proteins in  P. pastoris   (  20  ) .   

  Even if recombinant genes are most often cloned and expressed in 
their native form, several adjustments in their sequence can be 
made to best fi t the transcription and translation machineries of the 
yeast and very often result in dramatic improvement of the protein 
yields. The sequence parameters that were notably shown to posi-
tively infl uence the expression levels include (1) an optimal transla-
tion initiation sequence (the yeast consensus is A/YAA/
UA AUG UCU), (2) an adaptation to the codon usage of yeasts 
 (  21,   22  ) , (3) an increase of the GC-content  (  22,   23  ) , (4) a decreased 
occurrence of AT-rich regions  (  24  )  and (5) an adapted isoelectric 
point of the protein  (  24  ) . With the very recent release of the whole 
genome sequence of  P. pastoris   (  25  ) , even more accurate sequence 
optimisations are now possible. 

 Answering this series of questions should help the researcher to 
assemble the most suitable vector(s) for production of their target 
protein in  P. pastoris . A signifi cant set of plasmids is commercially 
available from Invitrogen (see the Protein and Expression section in 
  http://www.invitrogen.com     and Table  4 ) that could either be used 
as is or further engineered to best suit the selected strategy.   

  As for many other yeasts, transformation of  P. pastoris  is straight-
forward. Several robust methods are available, based on either 
chemically competent (spheroplasts, PEG1000, LiCl) or electro-
competent cells. Moreover, these protocols are well described and 
can be easily found on numerous Web sites: convenient  Pichia  
manuals can be downloaded from   http://www.invitrogen.com    . 

  1.4.  What Kind 

of Additional 

Sequences Do I Need?

  1.5.  How Can I 

Optimise the Sequence 

of My Protein-

Encoding Gene?

  1.6.  My Construct Is 

Now Ready, How 

Do I Proceed with  

P. pastoris  

Transformation?
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   Table 3 

  Additional tag sequences    and protease cleavage sites   

 (a) Additional tag sequences 

 Name  Peptidic sequence  Size 

 His-tag  HHHHHH(HHHH)  6–10 aa. 

 Flag-tag  DYKDDDDK  8 aa. 

 Strep II tag  WSHPQFEK  8 aa. 

 1D4 antibody recognition sequence  TETSQVAPA  9 aa. 

 HA epitope tag  YPYDVPDYAS  10 aa. 

 c-Myc epitope  EQKLISEEDL  11 aa. 

 V5 epitope  GKPIPNPLLGLDST  14 aa. 

 Calmodulin-binding peptide  KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL  26 aa. 

 Bio-tag  Peptide  85 aa. 

 GFP  Protein  35 kDa 

 (b) Protease cleavage sites 

 Name  Recognised sequence  Protease size (kDa) 

 Enterokinase  DDDDK  26 

 Tobacco etch virus (TEV) protease  ENLYFQS  28 

 Thrombin  LVPRGS/F  35 

 Factor Xa.  IE/DGR  43 

 The number of strains usually employed for heterologous expres-
sion is rather limited ( see  Table  5 ). They mainly differ in their aux-
otrophies, principally relying on a histidinol dehydrogenase defi ciency 
( his4 ), allowing, upon transformation, for the positive selection of 
recombinant expression vectors. Some of them bear additional defi -
ciencies in endogenous proteases (SMD series), while others were 
recently engineered to perform “human-like” N-glycosylation  (  26  ) .  

 As already mentioned in the fi rst section, most of the trans-
forming expression vectors are designed to be maintained as 
integrative elements in the genome of  P. pastoris . This is generally 
achieved through recombination events between linearised 
sequences borne by the plasmids (typically  HIS4  or P 

 AOX1 
 ) and 

their homologous sequence counterparts present on the genome, 
leading to the targeted insertion of the expression vectors. 
Moreover, such plasmid insertions frequently occur in tandem in 
yeasts and thus lead to multiple integration of the gene of interest 
with an associated impact on subsequent protein yields. 
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   Table 4 

  Commercially available expression vectors   

 Name 

 Selection 

marker 

 Phenotype 

of transformants  Promoter 

 Secretion 

sequence  Added tags 

 pAO815   HIS4   His +   P 
 AOX1 

   None  None 

 pPIC3.5 K   HIS4 , Kan  His + , G418 R   P 
 AOX1 

   None  None 

 pPIC9K   HIS4 , Kan  His + , G418 R   P 
 AOX1 

    α  factor  None 

 pPICZ A, B, C  Ble  Zeo R   P 
 AOX1 

   None  c-Myc/his6 

 pPICZ α  A, B, C  Ble  Zeo R   P 
 AOX1 

    α  factor  c-Myc/his6 

 pPIC6 A, B, C  Bsd  Bla R   P 
 AOX1 

   None  c-Myc/his6 

 pHIL-D2   HIS4   His +   P 
 AOX1 

   None  None 

 pHIL-S2   HIS4   His +   P 
 AOX1 

   PHO1  None 

 pFLD  Ble  Zeo R   P 
 FLD1 

   None  V5 epitope/his6 

 pFLD α   Ble  Zeo R   P 
 FLD1 

    α  factor  V5 epitope/his6 

 pGAPZ A, B, C  Ble  Zeo R   P 
 GAP 

   None  c-Myc/his6 

 pGAPZ α  A, B, C  Ble  Zeo R   P 
 GAP 

    α  factor  c-Myc/his6 

 pPink-HC   ADE2   Ade +   P 
 AOX1 

   None  None 

 pPink-LC   ADE2   Ade +   P 
 AOX1 

   None  None 

 pPink α -HC   ADE2   Ade +   P 
 AOX1 

    α  factor  None 

   HIS4  and  ADE2  auxotrophy markers for histidine and adenine, respectively;  Kan ,  Ble  and  Bsd  bacterial genes conferring 

 P. pastoris  resistance to G418 (or geneticin), zeocin and blasticidin antibiotics, respectively  

 Alternatively, integration can be obtained by a gene replacement 
strategy. In this case, a double recombination event must be per-
formed between the  AOX1  promoter and terminator sequences 
present on the transforming DNA (containing the gene of interest 
and a selection marker) and the corresponding homologous 
sequences present within the  P. pastoris  genome. This double 
recombination event results in the replacement of the  AOX1  gene 
by the construct of interest. 

 The phenotype of the resulting transformants is not solely 
dependent on the selection marker present in the chosen vector 
(auxotrophy and/or antibiotic resistance). The integration strategy 
itself dictates the methanol utilisation phenotype of the trans-
formed cells since plasmid insertion results in a Mut +  (methanol 
utilisation plus) phenotype, while the gene replacement of  AOX1  
leads to a Mut S  (methanol utilisation slow) phenotype. In several 
cases, these differences in methanol utilisation have been reported 
as an important parameter to consider for enhancing the performance 
of recombinant protein production  (  27  ) .  
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  The next sections present the material and protocols needed for 
the cloning of the gene encoding the adenosine A 

2A
  receptor 

(AA2AR), a G protein-coupled receptor (GPCR), into an engi-
neered pPIC9K plasmid (see Table  1 ). This vector was modifi ed by 
standard molecular biology procedures to incorporate a Flag-tag, a 
TEV protease cleavage sequence and a deca-histidine-tag (10His) 
upstream of the  Bam HI and  Spe I cloning sites for insertion of the 
target gene, as well as a second TEV site and a biotinylation-tag 
downstream  (  28  ) . This combination was selected on the basis of 
previous studies showing enhanced yields of other GPCRs when 
fused to the  α -MF signal sequence (present on pPIC9K) and the 
biotinylation-tag  (  16,   17  ) . The Flag and 10His tag were inserted 
for detection and purifi cation purposes, the TEV cleavage sites 
were added to allow cleavage of the N- and C-terminally fused 
sequences following purifi cation. The brief protocols presented 
here illustrate a very standard way of generating the desired  P. 
pastoris  expression plasmid as well as preparation prior to yeast 
transformation.   

  1.7.  Where Can I Find 

a Practical Illustration 

of the Construction 

and Preparation of an 

Expression Vector?

   Table 5 

   P. pastoris  most commonly used strains   

 Strain  Genotype  Phenotype  References 

 Y11430  Wild-type  Mut +   NRRL 

 X-33  Wild-type  Mut +   NRRL 

 GS115   his4   Mut + , His −    (  46  )  

 KM71   his4 ,  arg4 ,  aox1::ARG4   Mut S , His − , Arg +    (  46  )  

 MC100-3   his4 ,  arg4 ,  aox1::ARG4 , 

 aox2::HIS4  

 Mut − , His + , Arg +    (  47  )  

 SMD1163   his4 ,  pep4 ,  prb1   Mut + , His − , Prot −  (A − , B − , 

CarbY − ) 

  (  48  )  

 SMD1165   his4 ,  prb1   Mut + , His − , Prot −  (B − )   (  48  )  

 SMD1168   his4 ,  ura3 ,  pep4::URA3   Mut + , His − , Prot −  (A − , B S , 

CarbY − ) 

  (  48  )  

 PichiaPink ®  Strain 1   ade2   Mut + , Ade − ,  Invitrogen 

 PichiaPink ®  Strain 2   ade2 ,  pep4   Mut + , Ade − , Prot −  (A − , B S , 

CarbY − ) 

 Invitrogen 

 PichiaPink ®  Strain 3   ade2 ,  prb1   Mut + , Ade − , Prot −  (B − )  Invitrogen 

 PichiaPink ®  Strain 4   ade2 ,  pep4 ,  prb1   Mut + , Ade − , Prot −  (A − , B − , 

CarbY − ) 

 Invitrogen 

  NRRL: Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL  



333 Preparation of Pichia pastoris Expression Plasmids

 

      1.    A cDNA template containing the full-length AA2AR_HUMAN 
encoding gene.  

    2.    A 30-base-long AA2A-specifi c forward primer bearing an addi-
tional 5 ¢  adapter specifi cally designed to introduce a  Bam  HI  
restriction site (fwd. sequence: 5 ¢ -GAAGACA GGATCC AT
GCCCATCATGGGCTCCTCGGTGTACATC-3 ¢ ), and a 
similar reverse primer, bearing a 5 ¢  adapter introducing  Spe  I  
(rev. sequence: 5 ¢ -GAAGACA ACTAGT GGACACTCCTGCT
CATCCTGGGCCAGGGG-3 ¢ ) (see Note 1).  

    3.    A high-fi delity polymerase, typically the PrimeSTAR (Takara) 
or the Phusion (Finnzyme) DNA polymerase, and its specifi c 
buffer and dNTP mix.  

    4.    Standard restriction enzymes and their related buffers, here 
 Bam HI and  Spe I (Fermentas, Germany).  

    5.    A T4 DNA ligase, here the Rapid DNA ligation kit (Fermentas).  

    6.     E. coli  competent cells, here the TOP10 chemically competent 
cells (Invitrogen).  

    7.    Liquid and agar plates of LB media (1% tryptone, 0.5% yeast 
extract, 1% NaCl) supplemented with 50  µ g/mL kanamycin.  

    8.    A robust nucleic acid extraction and purifi cation kit, here the 
NucleoSpin kit (Macherey-Nagel).  

    9.    Standard equipment, consumables and chemicals for routine 
molecular biology techniques including PCR amplifi cation of 
DNA fragments, DNA separation and visualisation, UV spec-
trophotometry and  E. coli  culturing.      

      1.    Liquid LB medium.  

    2.    NucleoSpin Plasmid kit from Macherey-Nagel.  

    3.    Restriction enzyme  Pme I and its specifi c buffer (Fermentas).  

    4.    Phenol.  

    5.    24:1 (v/v) chloroform-isoamyl alcohol.  

    6.    Ice-cold 100% ethanol.  

    7.    Ice-cold 70% ethanol.  

    8.    3 M sodium acetate pH 4.8.  

    9.    Sterile H 
2
 O.  

    10.    Agarose gels (1%) supplemented with ethidium bromide.      

  2.  Materials

  2.1.  Cloning the Gene 

of Interest into the 

Expression Vector

  2.2.  Preparation of the 

Expression Vector
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  All materials and solutions must be sterile.

    1.    YPD-rich medium: 1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose.  

    2.    Agar plates made with YPD-rich medium supplemented with 
2% agar.  

    3.    A fresh SMD1163 colony streaked on a YPD plate.  

    4.    1 M Hepes pH 8.  

    5.    1 M dithiothreitol (DTT).  

    6.    1 M cold sorbitol.  

    7.    Sterile cold H 
2
 O.  

    8.    Electroporation instrument and sterile 0.2-cm electroporation 
cuvettes.  

    9.    MD plates: 1.34% Yeast Nitrogen Base w/o amino acids, 2% 
dextrose, 4 × 10 −5 % biotin.  

    10.    YPD plates supplemented with 0.1 and 0.25 mg/mL geneticin.       

 

       1.    Prepare the PCR reaction mix on ice: typically 1–10 ng of the 
template cDNA, 5  µ L each of the 2  µ M stock solution of the 
forward and reverse primers, 10  µ L of 5× PCR buffer, 4  µ L of 
a dNTP mixture (2.5 mM each), 1 U of high fi delity PrimeSTAR 
polymerase, and sterile water to a fi nal volume of 50  µ L.  

    2.    Run the PCR reaction in a thermocycler with a standard 
30-cycle protocol alternating 15 s at 98°C, 15 s at 55°C and 
1 min at 72°C.  

    3.    Pipette 25  µ L of the PCR reaction, add 5  µ L 6× loading dye 
and load the mixture on a 1% agarose gel to analyse the ampli-
fi ed product after migration.  

    4.    Extract the desired DNA fragment using the protocol detailed 
in the NucleoSpin kit (see Note 2).      

      1.    In individual eppendorf tubes, cut the amplifi ed insert frag-
ment coding for the gene of interest and the pPIC9K vector 
with the  Bam HI and  Spe I enzymes.  

    2.    Load the digestion products on a 1% agarose gel and following 
separation extract the cut insert and vector fragments separately 
(see Note 3).  

    3.    Prepare the ligation reaction with a 5:1 ratio of insert: plasmid. 
Typically, 50–100 mg of linearised plasmid is used. Add 1 U of 
T4 DNA ligase together with the ligase buffer and make the 
fi nal volume to 20  µ L with sterile water.      

  2.3.  Transformation 

of  Pichia pastoris 

  3.  Methods

  3.1.  Cloning the AA2AR 

Gene into the Modifi ed 

pPIC9K Expression 

Vector

  3.1.1.  PCR Amplifi cation 

and Preparation of the 

AA2AR Gene

  3.1.2.  Preparation of the 

Plasmid and Ligation with 

the Insert DNA
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      1.    Use about 5  µ L of the ligation mixture to transform 50  µ L of 
TOP10 chemically competent cells. Incubate on ice for 
5–30 min.  

    2.    Heat-shock the cells for 30 s at 42°C and immediately transfer 
the tubes on ice.  

    3.    Add 250  µ L of regeneration medium (typically SOB or SOC 
medium) and let the cells regenerate for 1 h at 37°C.  

    4.    Spread 100–200  µ L of the transformation mixture on pre-warmed 
LB agar plates supplemented with 50  µ g/mL kanamycin and 
incubate overnight at 37°C.  

    5.    The following day, pick 6–12 colonies and use to inoculate 
2 mL LB supplemented with 50  µ g/mL kanamycin. Grow the 
cultures overnight at 37°C in an incubator shaker. The presence 
of the insert in a particular clone can also be checked using 
colony PCR.  

    6.    Purify the plasmid DNA of each clone using the plasmid puri-
fi cation kit following the manufacturer’s instructions.  

    7.    Perform restriction digest analysis of the plasmids using the 
 Bam HI and  Spe I enzymes to confi rm the presence of the 
insert.  

    8.    Final check the integrity of the insert by DNA sequencing 
(see Note 4).  

    9.    Store the plasmid containing the correct sequence at −20°C. 
In addition, prepare a glycerol stock by adding 700  µ L of cul-
ture containing correct clone to 300  µ L 20% glycerol LB 
medium in cryotubes and storing at −80°C.       

       1.    Inoculate 5–10 mL LB with the  E. coli  clone containing the 
expression pPIC9K plasmid and incubate at 37°C overnight.  

    2.    Extract and purify the plasmid DNA using the plasmid prepa-
ration kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s 
instructions.  

    3.    Prepare a restriction digest solution by adding 5–7  µ g of puri-
fi ed plasmid to 25 U of  Pme I, 20  µ L of 10× corresponding 
buffer and sterile water to a fi nal volume of 200  µ l. Incubate 
the reaction for 2 h at 37°C (see Note 5).      

      1.    Add 400  µ l of phenol:chloroform (1:1) to the 200  µ L diges-
tion mixture.  

    2.    Centrifuge 5 min at 18,000 ×  g  and transfer the superior phase 
to a new tube.  

    3.    Add 400  µ l of chloroform and vortex thoroughly.  

    4.    Centrifuge 5 min at 18,000 ×  g  and transfer the superior phase 
to a new tube.  

  3.1.3.  Transformation, 

Selection and Control of 

 E. coli  Recombinant Clones

  3.2.  Preparation of the 

Expression Vector

  3.2.1.  Amplifi cation and 

Linearisation of the 

Expression Vector

  3.2.2.  Phenol-Chloroform 

Extraction of the Linearised 

Plasmid
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    5.    Add 1 mL of 100% ethanol, 50  µ l of 3 M sodium acetate and 
incubate for at least 1 h at −20°C to precipitate the DNA.  

    6.    Centrifuge for 30 min at 4°C at 18,000 ×  g .  

    7.    Wash the pellet with 100  µ L of 70% ethanol.  

    8.    Centrifuge for 5 min at 4°C at 18,000 ×  g .  

    9.    Dry the pellet then resuspend in 15  µ L sterile H 
2
 O (see Note 6).  

    10.    Check the DNA linearisation by loading 1  µ L of the solution 
on a 1% agarose gel.       

       1.    Inoculate 100 mL of YPG medium with a fresh SMD1163 
colony and incubate the preculture overnight at 30°C in an 
incubator shaker.  

    2.    Measure the OD 
600

  of the preculture, dilute it in 400 mL YPG 
medium in order to obtain an OD 

600
  of 0.25 and incubate at 

30°C.  

    3.    When the culture reaches an OD 
600

  of 1 (after approximately 
4 h), harvest the cells by centrifugation in sterile tubes at 
2,000 ×  g  and 4°C for 5 min.  

    4.    Resuspend the cells in 100 mL YPD, 20 mL of 1 M Hepes pH 
8 and 2.5 mL of 1 M DTT; mix gently until the pellet is 
resuspended.  

    5.    Incubate for 15 min at 30°C.  

    6.    Transfer onto ice and add sterile and cold H 
2
 O to a fi nal vol-

ume of 500 mL.  

    7.    Harvest the cells by centrifugation at 2,000 ×  g  and 4°C for 
5 min.  

    8.    Wash the cell pellet with 250 mL of sterile and cold H 
2
 O.  

    9.    Harvest the cells by centrifugation at 2,000 ×  g  and 4°C for 
5 min.  

    10.    Resuspend the pellet in 20 mL of cold 1 M sorbitol by gently 
mixing.  

    11.    Harvest the cells by centrifugation at 2,000 ×  g  and 4°C for 
5 min.  

    12.    Resuspend the pellet in 500  µ l of cold 1 M sorbitol by gently 
mixing.      

      1.    Place an electroporation cuvette on ice at least 10–15 min 
before performing the transformation.  

    2.    Mix 40  µ L of competent cells, with 7.5  µ L of the linearised 
DNA in the cuvettes, mix gently with the pipette and incubate 
for 5 min on ice.  

    3.    Adjust the electroporation settings as follows: 1,500 V, 25  µ F, 
600 Ω.  

  3.3.  Transformation 

of  P. pastoris 

  3.3.1.  Preparation 

of Competent Cells 

(See  Note 7 )

  3.3.2.  Electro

transformation
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    4.    Place the cuvette in the electroporator chamber and apply the 
electric pulse.  

    5.    Immediately resuspend the electroporated mixture in 1 mL of 
cold 1 M sorbitol and transfer cells to a sterile tube.  

    6.    Allow the cells to recover for about 1 h at 30°C then harvest 
by centrifugation at 2,000 ×  g  for 10 min.  

    7.    Discard the supernatant and resuspend the pellet in 500  µ L 
1 M sorbitol.      

      1.    Spread 2 × 250  µ L of electrotransformed cells on two MD 
plates and incubate for 2–3 days at 30°C.  

    2.    Harvest the His +  transformants by adding 1 mL of YPD onto 
the plates and scrape off all the clones using a sterile scraper.  

    3.    Perform 10× and 100× dilutions and measure the OD 
600

  for 
each dilution.  

    4.    Spread an equivalent of 10 5  cells/plate (OD 
600

  of 1 is equivalent 
to approximately 5 × 10 7  cells/mL) on YPD plates supplemented 
with 0.1 or 0.25 mg/mL geneticin.  

    5.    Incubate for 2–3 days at 30°C. Colonies should only grow if 
the cells contain the insert together with the selection marker 
integrated into the genome. Those colonies which grow on 
plates with the higher geneticin concentration should contain 
more copies of the selection marker and more copies of the 
target gene.        

 

     1.    In the present example, the primers are designed to amplify a 
gene that will be fused in frame with tag sequences at both 5 ¢  
and 3 ¢  ends. Therefore, no stop codon is introduced in the 
sequence of the reverse primer.  

    2.    If the PCR products appear as pure and single bands corre-
sponding to the desired DNA fragment, you can directly use 
the PCR mixture in the next step. However, if the PCR 
reaction results in a number of non-specifi c products, optimise 
the reaction conditions by increasing the annealing temperature 
or the length of the annealing step.  

    3.    If you use restriction enzymes that can be heat inactivated, this 
step is optional.  

    4.    The sequencing step is mandatory here as the DNA insert has 
been obtained by PCR. This step is of course not necessary if 
the insert fragment is obtained from digestion of a previously 
validated plasmid.  

  3.3.3.  Selection of 

Recombinant Clones

  4.  Notes
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    5.    Check for the absence of the  Pme I site in the gene to be 
expressed, otherwise you will generate several fragments instead 
of a linearised vector. In case  Pme I is present, select another 
enzyme that will cut only once in the vector ( Sac I or  Sal I for 
instance).  

    6.    Make sure the DNA pellet is completely dried, otherwise it will 
be poorly resuspended and not at the concentration required 
for transformation.  

    7.    This protocol describes the preparation of electrocompetent 
cells. Alternative protocols for chemically competent cells are 
also available in the Invitrogen  Pichia  manual, which is freely 
available at   http://www.invitrogen.com    .          
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ABSTRACT

Among the small number of expression systems validated for the mass production of

eukaryotic membrane proteins (EMPs), the methylotrophic yeast Pichia pastoris stands

as one of the most efficient hosts. This system has been used to produce crystallization-

grade proteins for a variety of EMPs, from which high-resolution 3D structures have

been determined. This unit describes a set of guidelines and instructions to overexpress

membrane proteins using the P. pastoris system. Using a G protein–coupled receptor

(GPCR) as a model EMP, these protocols illustrate the necessary steps, starting with

the design of the DNA sequence to be expressed, through the preparation and analysis

of samples containing the corresponding membrane protein of interest. In addition,

recommendations are given on a series of experimental parameters that can be optimized

to substantially improve the amount and/or the functionality of the expressed EMPs.

Curr. Protoc. Protein Sci. 67:29.2.1-29.2.24. C© 2012 by John Wiley & Sons, Inc.

Keywords: Pichia pastoris � recombinant expression � membrane proteins �

G protein–coupled receptors � membrane preparation � immunodetection �
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INTRODUCTION

Already known as a system of choice for the production of cytosoluble and secreted

proteins (see UNIT 5.7), the methylotrophic yeast Pichia pastoris also proves highly efficient

for the overexpression of difficult-to-express proteins and complexes, including a large

number of eukaryotic membrane proteins (EMPs). As of 2011, more than 150 EMPs

have been successfully expressed in P. pastoris (references in Alkhalfioui et al., 2011), a

dozen of them having been produced and purified to sufficiently high quantity and quality

levels to allow determination of their crystallographic structure. These structure-solved

EMPs include enzymes (Binda et al., 2002; Martinez Molina et al., 2007), transporters

(Aller and Unger, 2006; Aller et al., 2009), aquaporins (Tornroth-Horsefield et al., 2006;

Horsefield et al., 2008), and ion channels (Long et al., 2005, 2007; Tao et al., 2009)

that are representative of various membrane-spanning topologies, oligomeric states and

key cellular functions, thus illustrating the remarkable efficacy and versatility of this

overexpression system.

The main advantages of P. pastoris as a system for the overexpression of EMPs are the

handling simplicity of a unicellular microbe and the cellular sophistication of a eukaryotic

organism. While the former aspect has a positive and direct impact on the experimental

timing and on cost and scale-up issues, the latter endows this host with the majority of

the cellular machineries needed to achieve the synthesis, maturation, and trafficking of

complex proteins, including membrane proteins from mammals. In addition, P. pastoris

is one of the few types of yeast that have developed a singular methanol utilization

pathway relying on some of the strongest and most tightly regulated known promoters

that can be used for very-high-level expression of recombinant genes.

Current Protocols in Protein Science 29.2.1-29.2.24, February 2012

Published online February 2012 in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com).

DOI: 10.1002/0471140864.ps2902s67

Copyright C© 2012 John Wiley & Sons, Inc.

Membrane
Proteins

29.2.1

Supplement 67



Overexpression of
Membrane

Proteins Using
Pichia pastoris

29.2.2

Supplement 67 Current Protocols in Protein Science

This unit is intended to give general guidelines and instructions to utilize the P. pastoris

system to (over)express EMPs. Included are details on DNA sequence design, conditions

for expression, and the preparation and analysis of membrane samples containing the

proteins of interest. The initial and crucial step is the choice of the expression vector and

selected fusion sequences that impact not only the yields and activity of the recombinant

EMPs, but also the subsequent detection and purification strategies. The main objective of

Basic Protocol 1 is to provide the reader with some guidance on the important sequence

elements required to assemble EMP-adapted expression vectors. As an example, the

design of one vector for the expression of G protein–coupled receptors (GPCRs) is

described, together with an illustrative standard protocol for introducing one target gene

in this vector.

Basic Protocol 2 describes the integrative transformation of P. pastoris and the subsequent

selection of recombinant clones. This section first gives a global overview on existing

strains and transforming strategies and then focuses on the most frequently used methods

for generating and selecting recombinant clones based on phenotypic criteria.

Once these clones have been obtained, the operator is then ready to proceed to the ex-

pression of the foreign EMP. Basic Protocol 3 outlines methods to culture the yeast cells,

both at the analytical scale to evaluate several clones in parallel, and at the preparative

scale to generate larger amounts of cells for further analyses.

In contrast with cytosoluble recombinant proteins that can be easily secreted outside the

cells and purified from the culture media, preparing EMPs for analyses requires a cell

disruption phase followed by the recovery of the membrane fractions. Efficient methods

to lyse this yeast are described in Basic Protocol 4, together with an optimized protocol

for preparing the total membrane fractions before analysis.

A panel of approaches that assess both the yields and functionality of the expressed EMPs

are then illustrated using GPCRs as model EMPs. Whereas Basic Protocol 5 exemplifies

an immunodetection method to evaluate the overall amounts of the produced EMPs,

Basic Protocol 6 describes a radiometric assay that confirms their activity. Finally, tips

are given in the Commentary section on the major parameters that can be modulated to

potentiate the expression level of EMPs.

BASIC

PROTOCOL 1

DESIGNING AND CLONING A P. PASTORIS EXPRESSION VECTOR

P. pastoris expression vectors are built on a classical E. coli/yeast shuttle model with

components required for E. coli amplification (classically one origin of replication and

one antibiotic selection marker) and specific elements for heterologous gene expression

in P. pastoris. These typically include a selectable auxotrophy marker and/or an antibiotic

resistance bacterial gene, as well as a promoter and a terminator sequence that surround

a cloning cassette and optional fusion sequences added to improve the yields of the

expressed proteins and to facilitate their detection and their purification. Most of these

vectors are commercially available (e.g., from Invitrogen). Table 29.2.1 summarizes the

vectors most frequently employed for the expression of EMPs.

Designing the expression vector

The first decision in setting up a P. pastoris expression system is the choice of the

expression vector(s) that will be best adapted to a specific EMP. Usually there are two

scenarios: no information is available in the literature, or similar proteins have already

been successfully produced in this system and the published data can serve as a useful

starting point. In the latter case, it is advisable to consult the few authoritative surveys

that have been conducted on EMPs expressed in P. pastoris (Sarramegna et al., 2003;
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Table 29.2.1 Pichia pastoris Expression Vectorsa

Name
Selection

markers

Phenotype of

transformants
Promoter

Secretion

sequence
Added tags

pAO815 HIS4 His+ PAOX1 None None

pPIC3.5K HIS4, Kan His+, G418R PAOX1 None None

pPIC9K HIS4, Kan His+, G418R PAOX1 α Factor None

pPICZ A, B, C Ble ZeoR PAOX1 None c-Myc/His6

pPICZα A, B, C Ble ZeoR PAOX1 α Factor c-Myc/His6

pPIC6 A, B, C Bsd BlaR PAOX1 None c-Myc/His6

pPink-HC ADE2 Ade+ PAOX1 None None

pPinkα-HC ADE2 Ade+ PAOX1 α Factor None

aHIS4 gene from P. pastoris, encodes a histidinol dehydrogenase, restoring histidine prototrophy (His+); Kan gene,

confers resistance to G418 (G418R); Ble gene from Streptoalloteichus hindustanus, confers resistance to Zeocin (ZeoR);

Bsd gene, confers resistance to Blasticidin (BlaR); ADE2 gene from P. pastoris, encodes a phosphoribosylaminoimidazole

carboxylase, restoring adenine prototrophy; PAOX1, promoter sequence of the AOX1 gene from P. pastoris encoding an

alcohol oxidase; α Factor, encodes the native S. cerevisiae α factor secretion signal; c-Myc, C-terminal myc epitope,

EQKLISEEDL; His6, hexahistidine tag.

Reinhart and Krettler, 2006; Alkhalfioui et al., 2011). When no published information is

available, a combination of vectors that comprise the sequence elements HIS4/Kan and

ble selection markers are generally preferred. Similarly, the inducible PAOX1 promoter

from the alcohol oxidase AOX1 gene of P. pastoris is also favored. Among the panel of

constitutive and inducible promoters that are available in expression vectors, PAOX1 is

actually the most tightly repressed by glucose and strongly induced by methanol (Hartner

and Glieder, 2006), allowing fine control of the expression of EMPs that are often toxic

to the host.

The sequences that can be fused to the EMP gene are usually very dependent on the

particular protein. For instance, adding a secretion sequence, such as the alpha-factor

secretion signal from S. cerevisiae, may be highly beneficial for some EMPs, such as

the seven transmembrane (7TM) GPCRs (Weiss et al., 1995; Grunewald et al., 2004).

Alternatively, in the 6TM aquaporins where the N and C termini are both located intra-

cellularly, protein expression with or without a fused signal sequence led to high yields

of high-quality protein suitable for structural studies (Tornroth-Horsefield et al., 2006;

Fischer et al., 2009).

Similarly, various tag sequences can be inserted to improve downstream detection and

purification steps. While it is difficult to decide on the best sequence and position to use,

the rules of thumb for an ideal tag are to have (1) no effect on the tertiary structure and the

biological activity of the protein; (2) suitability with a one-step adsorption purification;

and (3) easy and specific removal to recover the native protein. A large panel of such

tags has been used with EMPs, ranging from hexa- or decahistidine (the most widely

employed tags), c-Myc, Flag, HA, and StrepII epitopes, to larger peptidic domains such as

a biotinylation domain (bio) and even the green fluorescent protein GFP. It is noteworthy

that C-terminal bio fusions have enhanced the functional expression of GPCRs (Weiss

et al., 1998; Grunewald et al., 2004). In addition, protease cleavage sequences, such as

the factor-Xa or TEV sequences, are sometimes included in the constructs to eliminate

the fused tags during or after the purification step.
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Cloning into the expression vector

Once the expression vector(s) has been chosen, the next step is cloning. Basically, cloning

is achieved by directly introducing the gene of interest into either a standard ready-made

expression vector (see Table 29.2.1) or into a modified vector containing alternate fusion

sequence(s). In both cases, the final constructs can be obtained by standard cloning

strategies such as those described in Struhl (2000) and Elion et al. (2007).

As an illustration of how to handle such a task, the following sections present the informa-

tion and protocols needed for the cloning of the gene encoding the alpha-1A adrenergic

receptor (ADRA1A), a member of the large G protein–coupled receptor (GPCR) family,

into an engineered pPIC9K plasmid. This vector was modified to incorporate a Flag-tag, a

TEV protease cleavage sequence, and a deca histidine-tag (His10) upstream of the BamHI

and SpeI cloning sites for insertion of the target gene, as well as a second TEV site and a

bio-tag downstream (André et al., 2006). This combination was selected on the basis of

previous studies showing dramatically enhanced expression levels of other GPCRs when

fused to the α-MF signal sequence and the bio-tag (Weiss et al., 1998; Grunewald et al.,

2004). The FLAG and His10 tags were inserted for detection and purification purposes;

the TEV cleavage sites were added to allow cleavage of the N- and C-terminally fused

sequences following purification. The protocols below illustrate a standard way to gen-

erate the desired P. pastoris expression plasmid, as well as its preparation prior to yeast

transformation. The human alpha-1A adrenergic receptor is employed as an example.

Materials

cDNA template containing the full-length ADRA1A HUMAN encoding gene
(Missouri S&T cDNA Resource Center, cat. no. AR0A1A0001)

ADRA1A-specific forward primer bearing an additional 5′ adapter specifically
designed to introduce a BamHI restriction site
(5′-GGATCCATGGTGTTTCTCTCGGGAAATGCTTCCGAC-3′), and a
similar reverse primer, bearing a 5′ adapter introducing SpeI
(5′-ACTAGTGACTTCCTCCCCGTTCTCACTGAGGGAGAT-3′)

High-fidelity DNA polymerase, e.g., Phusion (Finnzyme), and its specific buffer

dNTP mix, 2.5 mM each

Sterile water

Commercially available loading dye, e.g., 6× DNA loading dye from Fermentas

1% (w/v) agarose gels supplemented with ethidium bromide (0.5 µg/ml)

Nucleic acid extraction and purification kit, e.g., NucleoSpin kit (Macherey-Nagel)

Standard restriction enzymes and their related buffers, e.g., BamHI and SpeI and
PmeI

T4 DNA ligase, e.g., Rapid DNA ligation kit from Fermentas

SOC medium (see recipe)

E. coli competent cells, e.g., TOP10 chemically competent cells from Invitrogen

Liquid and agar plates of LB medium (see recipe) supplemented with 50 µg/ml
kanamycin

80% (v/v) glycerol, autoclave-sterilized

Thermal cycler

1.5- and 2-ml microcentrifuge tubes

37◦C incubator

37◦C shaking incubator

Cryotubes

−20◦C and −80◦C freezers

Additional reagents and equipment for polymerase chain reaction (APPENDIX 4J),
DNA separation and visualization, UV spectrophotometry, and E. coli culturing
(Struhl, 2000), and agarose gel electrophoresis (APPENDIX 4F)
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Perform PCR amplification and prepare the ADRA1A gene

1. Prepare the PCR reaction mix on ice: typically 1 to 10 ng of the cDNA template,

5 µl each of the 2 µM stock solution of the forward and reverse primers, 10 µl of 5×

PCR buffer, 4 µl of a dNTP mixture (2.5 mM each), 1 U of high-fidelity polymerase,

and sterile water to a final volume of 50 µl.

2. Run the PCR reaction in a thermal cycler (APPENDIX 4J) with a standard 30-cycle

protocol alternating 15 sec at 98◦C, 15 sec at 55◦C, and 1 min at 72◦C.

3. Mix 25 µl of the PCR reaction with 5 µl of 6× loading dye and load the mixture into

a 1% (w/v) agarose gel to analyze the amplified product after migration (APPENDIX 4F).

4. Extract the desired DNA fragment using the NucleoSpin kit.

Ligate the pPIC9K plasmid with the insert DNA

5. In 15-ml microcentrifuge tubes, digest in parallel the amplified insert fragment

coding for the gene of interest and the pPIC9K vector with BamHI and SpeI enzymes

(according to the manufacturer’s instructions).

6. Load the digestion products on a 1% (w/v) agarose gel, electrophorese (APPENDIX 4F),

and extract them separately using the NucleoSpin kit.

7. Prepare the ligation reaction with a 5:1 molar ratio of insert over plasmid. Typically,

50 to 100 ng of linearized plasmid is used. Add 1 U of T4 DNA ligase together with

the ligase buffer and adjust to 20 µl with sterile water. Incubate the mixture for 5

min at 22◦C.

Transform E. coli cells and analyze recombinant clones

8. Mix about 5 µl of the ligation mixture with 50 µl of chemically competent E. coli

cells. Incubate on ice for 5 to 30 min.

9. Heat-shock the cells for 30 sec at 42◦C and immediately transfer the tubes to wet

ice.

10. Add 250 µl SOC medium and let the cells regenerate for 1 hr at 37◦C.

11. Spread 100 to 200 µl of the transformation mixture on prewarmed LB agar plates

supplemented with 50 µg/ml kanamycin and incubate overnight at 37◦C.

12. The following day, pick six to twelve colonies and use the colonies to inoculate 2 ml

LB medium supplemented with 50 µg/ml kanamycin. Grow the cultures overnight

at 37◦C in an shaking incubator.

13. Purify the plasmid DNA of each clone using a plasmid purification kit (e.g.,

NucleoSpin kit from Macherey Nagel) following the manufacturer’s instructions.

14. Perform restriction digest of the plasmids using the BamHI and SpeI enzymes. After

electrophoresis on a 1% agarose gel (APPENDIX 4F), verify the presence of two bands of

sizes corresponding to the pPIC9K plasmid and the insert DNA used for the ligation.

15. Confirm the integrity of the insert by DNA sequencing.

16. Store the plasmid containing the correct sequence up to 6 months at −20◦C. In addi-

tion, prepare a glycerol stock by adding 800 µl of the LB culture of the corresponding

bacterial clone to 200 µl of 80% (v/v) sterile glycerol in cryotubes. Thoroughly mix

by vortexing and store up to several years at −80◦C.
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BASIC

PROTOCOL 2

INTEGRATIVE TRANSFORMATION OF P. PASTORIS AND SELECTION OF
RECOMBINANT CLONES

For the majority of the available expression vectors, those used for EMP expression are

designed to be integrated in the genome of P. pastoris. Following yeast transformation,

recombination events between linearized, plasmid-borne sequences (typically HIS4 or

PAOX1) and their homologous sequence counterparts in the genome result in targeted

insertion of the expression vectors into the P. pastoris genome. Moreover, such plasmid

insertions frequently occur in tandem in yeasts and thus lead to multiple integration of

the gene of interest with an associated impact on subsequent expression levels.

In an alternative strategy, integration can be achieved by replacing the P. pastoris AOX1

gene by the construct of interest, leading to clones exhibiting a reduced growth rate on

methanol-containing media (methanol utilization slow – MutS – phenotype). Such a gene

replacement strategy is, however, not recommended for EMP expression. For a complete

overview of the different existing integration possibilities and methods, see UNIT 5.7 and

Cregg et al. (2010).

The strains usually employed for heterologous expression of EMPs (see Table 29.2.2) are

all histidine auxotrophs due to a deficiency in the histidinol dehydrogenase gene (his4).

The prototrophy for histidine could be restored upon transformation with pPIC vectors

bearing the HIS4 gene, thereby serving as a positive selection marker. Strains from the

SMD series bear additional deficiencies in endogeneous proteases and are often preferred

for this convenient phenotype. Additional engineered strains have been described, notably

for their capacity in performing “human-like” N-glycosylation (Hamilton and Gerngross,

2007), but none has yet been used for over-expressing EMPs.

Several robust methods are available for transforming P. pastoris, using either chemically

competent or electrocompetent cells. While a number of reliable procedures can be found

in other publications [see UNIT 5.7 and Cregg et al. (2010)], described here is a protocol for

the electroporation of yeast cells, which is the method of choice for most researchers. It

is convenient to carry out, it yields transformants at high frequencies, and is compatible

with multicopy integration events. In the present example, the previously cloned pPIC9K

vector bearing the ADRA1A GPCR gene is used to transform a SMD1163 strain (his4,

pep4, prb1).

Table 29.2.2 Most Commonly Used P. pastoris Strains for EMP Expressiona

Strain Genotype Phenotype Reference

GS115 his4 Mut+, His− Cregg and Madden

(1987)

KM71 his4, arg4, aox1::ARG4 MutS, His−, Arg+ Cregg and Madden

(1987)

SMD1163 his4, pep4, prb1 Mut+, His−, Prot− (A−, B−,

CarbY−)

White et al. (1995)

SMD1165 his4, prb1 Mut+, His−, Prot− (B−) White et al. (1995)

SMD1168 his4, ura3, pep4::URA3 Mut+, His−, Prot− (A−, BS,

CarbY−)

White et al. (1995)

ahis4: deficient histidinol dehydrogenase encoding gene (responsible for the histidine auxotrophy, His−, phenotype);

Mut+: methanol utilization plus; ARG4/arg4: wild-type/deficient arginosuccinate lyase encoding genes; aox1: deficient

alcohol oxidase encoding gene (responsible for the methanol utilization slow, MutS, phenotype); pep4: deficient aspartyl

protease encoding gene (responsible for the proteinase A minus, ProtA−, and carboxypeptidase minus, CarbY−, pheno-

type); prb1: deficient proteinase B encoding gene (responsible for the proteinase B minus, ProtB−, and carboxypeptidase

minus, CarbY−, phenotype); URA3/ura3: wild-type/deficient orotidine 5′-phosphate decarboxylase encoding genes.
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Materials

Purified expression vector (from Basic Protocol 1)

Restriction enzyme PmeI and its specific buffer

Sterile water

24:24:1 (v/v/v) chloroform:phenol:isoamyl alcohol

Chloroform

100% (v/v) ethanol, ice-cold

3 M sodium acetate, pH 4.8

70% (v/v) ethanol, ice-cold

1% (w/v) agarose gel supplemented with ethidium bromide (APPENDIX 4F)

YPD medium (see recipe)

A fresh SMD1163 colony streaked on a YPD plate (see recipe for YPD plates)

1 M HEPES, pH 8

1 M dithiothreitol (DTT)

Ice-cold sterile water

1 M sorbitol, ice-cold

MD plates (see recipe)

YPD plates supplemented with 0.1 and 0.25 mg/ml geneticin sulfate (G418 sulfate)

37◦C incubator

Centrifuge

Vortex mixer

−20◦C freezer

30◦C shaking incubator

Spectrophotometer

Sterile 0.2-cm electroporation cuvettes

Electroporation instrument, e.g., Gene Pulser system from BioRad Scraper, sterile

Additional reagents and equipment for agarose gel electrophoresis (APPENDIX 4F)

NOTE: All materials and solutions must be sterile.

Prepare the expression vector prior to transformation

1. Prepare a restriction digest solution by adding 5 to 7 µg of purified expression vector

to 25 U of PmeI, 20 µl of 10× corresponding buffer, and sterile water to a final

volume of 200 µl. Incubate the reaction for 2 hr at 37◦C.

PmeI is used to linearize the expression vector in the PAOX1 promoter. Check for the

absence of the PmeI site in the gene to be expressed; otherwise, several fragments will

be generated instead of a linearized vector. If PmeI is present, select another enzyme that

will cut only once in the PAOX1 or HIS4 sequences of the vector (SacI or SalI for instance).

2. Add 400 µl of 24:24:1 (v/v/v) chloroform:phenol:isoamyl alcohol to the 200 µl

digestion mixture.

3. Centrifuge 5 min at 18,000 × g, room temperature, and transfer the upper aqueous

phase into a new 15-ml microcentrifuge tube.

4. Add 400 µl chloroform and vortex thoroughly for ∼20 sec.

5. Centrifuge 5 min at 18,000 × g, room temperature, and transfer the upper aqueous

phase into a new 1.5-ml microcentrifuge tube.

6. Add 1 ml of 100% ethanol, 50 µl of 3 M sodium acetate and incubate for at least

1 hr at −20◦C to precipitate the DNA.

7. Centrifuge 30 min at 18,000 × g, 4◦C. Discard the supernatant.
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8. Wash the pellet with 100 µl of 70% (v/v) ethanol and centrifuge for 5 min at 18,000 ×

g, 4◦C. Discard the supernatant.

9. Air dry the pellet for 15 min and then resuspend in 15 µl sterile H2O.

10. Check the DNA linearization by loading 1 µl of the solution on a 1% (w/v) agarose

gel (APPENDIX 4F).

When the plasmid is correctly linearized, one single DNA band of the corresponding size

should be observed. If additional bands of nonlinearized plasmids are present, proceed

back to step 1 and double the amount of PmeI restriction enzyme.

Prepare P. pastoris electrocompetent cells

11. Inoculate 100 ml YPD medium with a fresh SMD1163 colony and incubate overnight

at 30◦C in a shaking incubator.

12. Measure the OD600 of the culture with a spectrophotometer, dilute the culture in 400

ml fresh YPD to obtain an OD600 of 0.25, and incubate at 30◦C.

One OD600 unit approximately corresponds to 5 × 107 cells/ml. It is important to keep the

cells in the appropriate stage of growth so OD600 values should not exceed 0.3. In case of

higher values, the cell density will be underestimated. To avoid this, measure the OD600

of a 10- or 100- fold diluted solution.

13. When the culture reaches an OD600 of 1 (approximately after 4 hr), harvest the cells

by centrifuging in sterile tubes for 5 min at 2000 × g, 4◦C.

14. Decant the supernatant and resuspend the cells in 100 ml YPD, 20 ml of 1 M HEPES,

pH 8, and 2.5 ml of 1 M DTT. Mix gently until the pellet is resuspended.

15. Incubate for 15 min at 30◦C.

16. Transfer onto ice and add ice-cold sterile H2O to a final volume of 500 ml.

17. Pellet the cells by centrifuging for 5 min at 2000 × g, 4◦C.

18. Decant the supernatant and wash the cell pellet with 250 ml ice-cold sterile H2O.

19. Pellet the cells by centrifuging for 5 min at 2000 × g, 4◦C.

20. Decant the supernatant and resuspend the pellet in 20 ml ice-cold 1 M sorbitol by

gently mixing.

21. Pellet the cells by centrifuging for 5 min at 2000 × g, 4◦C.

22. Decant the supernatant and resuspend the pellet in 500 µl ice-cold 1 M sorbitol by

gently mixing.

Electrotransform

23. Place an electroporation cuvette on ice at least 10 to 15 min before performing the

transformation.

24. Mix 40 µl of competent cells (from step 22) with 7.5 µl of the linearized DNA (see

step 10) in the cuvettes, mix gently with the pipet, and incubate for 5 min on ice.

25. Adjust the electroporation settings as follows: 1 500 V, 25 µF, 600 �.

26. Place the cuvette in the electroporator chamber and apply the electric pulse.

27. Immediately resuspend the electroporated mixture in 1 ml ice-cold 1 M sorbitol and

transfer into a sterile tube.

28. Allow the cells to recover for about 1 hr at 30◦C, then pellet the cells by centrifuging

10 min at 2000 × g, room temperature.
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29. Discard the supernatant and resuspend the pellet in 500 µl of 1 M sorbitol. Proceed

to step 30.

Select the recombinant clones

The selection is realized in two steps, the first corresponding to the selection of His+

transformants, the second dedicated to the identification of multicopy transformants on

YPD plates containing a range of G418 sulfate concentrations usually between 0.25 and

2 mg/ml. In the present case, as the strain SMD1163 is more sensitive to G418 sulfate,

the range of G418 sulfate concentrations should be reduced to 0.05 to 0.25 mg/ml. In

addition, whatever the strain used, direct selection of transformants on G418 sulfate is not

recommended. The level of resistance is dependent on the cell density and false-positive

clones may be isolated.

30. Spread 250 µl of electrotransformed cells on each of two MD plates and incubate

for 2 to 3 days at 30◦C.

31. Harvest the His+ transformants by adding 1 ml YPD medium onto the plates and

scrape off all the clones using a sterile scraper.

32. Perform 10× and 100× dilutions and measure the OD600 for each dilution.

33. Spread an equivalent of 105 cells/plate (OD600 of 1 is equivalent to approximately

5 × 107 cells/ml) on YPD plates supplemented with 0.1 or 0.25 mg/ml G418 sulfate.

34. Incubate for 2 to 3 days at 30◦C.

35. Pick six to twelve representative colonies from the different G418 sulfate concentra-

tion plates, streak them onto fresh YPD plates, and let them grow for 1 to 2 days at

30◦C.

36. Directly use these colonies for further expression tests (see Basic Protocol 3) and/or

resuspend them in 1 ml sterile YPD supplemented with 20% (v/v) glycerol and store

them up to several years at −80◦C.

BASIC

PROTOCOL 3

CULTURING TRANSFORMED P. PASTORIS FOR MEMBRANE PROTEIN

EXPRESSION

Once transformants have been obtained, the next step involves screening for the clones

exhibiting the best expression levels of the recombinant EMPs. Actually, a high number

of integrated copies does not necessarily correlate with higher expression levels, so

several representative clones typically need to be assayed. For expression based on

PAOX1-dependent vectors, this is practically achieved by growing the clones in repressive

medium to an appropriate cell density and growth phase before starting the expression

phase by transferring the cells to a methanol-containing induction medium. For clones

and expression condition screenings, small-scale culturing most often involves shaken

baffled-flasks or tubes of smaller volumes, provided appropriate aeration is maintained.

Such a standard procedure is described below.

For the production of large amounts of EMPs (in the milligram range), shake-flask

culturing is often used. Alternatively, and in particular for large volumes of culture (>10

liters), bioreactors can be employed and notably allow efficient monitoring of several

experimental factors (oxygen transfer, pH, substrate feeding). Accordingly, a number of

robust fermentation processes, including fed-batch techniques or continuous culturing

procedures, have been developed. Detailed descriptions of these methods with their

benefits and limitations can be found in several excellent and comprehensive reviews

(Cereghino et al., 2002; Cos et al., 2006; Li et al., 2007).
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Materials

BMGY medium (see recipe)

Recombinant clones (from Basic Protocol 2) freshly streaked on a YPD agar plate

BMMY medium (see recipe)

Phosphate-buffered saline (PBS; APPENDIX 2E)

500-ml baffled-flasks

30◦C shaking incubator

Spectrophotometer

1. Inoculate 50 ml of freshly prepared BMGY medium in a 500-ml baffled-flask with

a fresh recombinant colony isolated on a YPD agar plate. Incubate overnight on a

shaker at 250 rpm, 30◦C.

2. On the next day, measure OD600 of the culture. Dilute the cells into 50 ml fresh

BMGY medium in a 500-ml flask to achieve an OD600 of 0.2 (about 107 cells/ml)

and incubate on a shaker at 250 rpm, at 30◦C.

3. When the culture reaches ∼1 OD600 (about 4 to 5 hr later), pellet the cells by

centrifuging in sterile tubes for 5 min at 2000 × g, room temperature.

4. Decant the supernatant and resuspend the cell pellet with 50 ml fresh BMMY

medium. Incubate 18 to 24 hr in a shaker at 30◦C, 250 rpm.

5. After induction, harvest the cells by centrifuging for 10 min at 3000 × g, 4◦C.

6. Decant the supernatant and wash the cell pellet with 50 ml PBS, pH 7. Centrifuge

the suspension for 10 min at 3000 × g, 4◦C.

7. Discard the supernatant and weigh the cell pellet.

The yeast pellet can either be snap-frozen in liquid nitrogen and stored at −80◦C, or kept

on ice to be directly utilized for membrane preparation (see Basic Protocol 4).

This protocol can be applied to other culturing formats, including conical 50-ml tubes or

baffled-flask of volumes up to 5 liters. For optimal aeration of the clones during induction,

it is important to maintain a 1:10 ratio between the volume of the yeast culture and the

total volume of the selected vessel.

BASIC

PROTOCOL 4

YEAST CELL LYSIS AND MEMBRANE PREPARATION

The first critical step when preparing P. pastoris membranes is a robust cell lysis method

that effectively disrupts the thick protective cell wall. Shearing-based methods involving

microbeads are preferred since they are very efficient, compatible with a broad range of

sample volumes, and directly accessible to most laboratories. In the simplest and widest-

used mode, cells in cold buffers are violently shaken with 500-µm diameter beads using a

basic vortex apparatus in 4 to 8 cycles of alternating shaking (30 sec) and ice-cooling (30

sec) phases. To achieve the most reliable and reproducible results, programmable equip-

ment is recommended, such as the Tissue Lyser from Qiagen or the FastPrep 24 from MP

Biomedicals that accommodate various sample volumes and formats (up to 50 ml), or the

more sophisticated and expensive grinder series from Dyno Mills that can handle large

volumes in batch or continuous modes. In addition, pressure-based instruments have

also proven efficient for the lysis of P. pastoris cells, and besides the well-known French

pressure cell press, a panel of cell disruptors is available from Constant Systems that can

handle from 1 to 20 ml of batch samples and more than 500 ml/min with the continuous

flow models. Here again, programmable equipment is recommended for reproducible

results. Alternative methods can involve glucanase enzymes (e.g., Helicase from snail

digestive juice, Zymolyase or Lyticase from microbial sources) to remove the cell wall
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and yield spheroplast preparations that can be easily burst. For cost and practical reasons,

however, these methods are not recommended for the lysis of large volumes of cells.

Keep in mind that the longer the induction phase, the thicker the cell wall and the less

efficient the lysis step. This issue must be considered when optimizing the induction time

in order to strike a balance between expression level and cell lysis efficiency.

Following cell disruption in the presence of protease inhibitors (typically PMSF or other

commercially available cocktails), the unbroken cells and large debris are separated from

the lysate with a low-speed centrifugation (typically 10 min at 2000 × g). The membrane

fraction in the supernatant is then pelleted by ultracentrifugation before being resus-

pended in an appropriate buffer for further analysis. Optionally, cycles of ultracentrifu-

gation and stringent washes may be applied to eliminate unwanted membrane-associated

proteins, resulting in samples enriched with the EMP of interest.

Described below is a protocol optimized for the preparation of membranes of P. pastoris

expressing the ADRA1A receptor, using a bead-based disruption method and a series of

ultracentrifugation and membrane washes.

Materials

Yeast cell pellet (from Basic Protocol 3)

TNE buffer (see recipe)

Acid-washed glass beads (425- to 600-µm diameter; Sigma-Aldrich)

4 M urea

NaOH

TN buffer (see recipe)

High-speed benchtop homogenizer (e.g., FastPrep 24 from MP Biomedicals)

26-ml polycarbonate bottles for ultracentrifuge

Ultracentrifuge equipped with an appropriate fixed-angle rotor

Dounce or Potter homogenizer

Additional reagents and equipment for the determination of protein concentration
(UNIT 3.4), e.g., BCA assay

Yeast cell lysis

1. Resuspend 2 g of the yeast pellet obtained in Basic Protocol 3 with 10 ml of ice-cold

TNE buffer.

2. Add 10 ml of acid-washed glass beads and proceed as follows:

a. Place the tubes on the cell breaker device and proceed to cell lysis by alternating

shaking and cooling steps (2 cycles of 20 sec each at 4 m/sec on a FastPrep 24).

b. Centrifuge the samples 10 min at 2000 × g, 4◦C, and collect the supernatant in a

flask.

c. Dissolve the remaining pellet in 10 ml of ice-cold TNE buffer and repeat steps 2a

to 2c four times (or until the supernatant is clear).

3. Centrifuge the collected supernatants for an additional 5 min at 3000 × g, 4◦C.

Membrane fractionation

4. Transfer the supernatant from the above step into ultracentrifugation bottles and

centrifuge them 30 min at 100,000 × g, 4◦C.

Carefully weigh the bottles and check that the rotor is properly balanced.

5. Discard the supernatant and use a Dounce homogenizer to resuspend the pelleted

whole membranes in 50 ml ice-cold TNE buffer containing 4 M urea.
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6. Centrifuge 30 min at 100,000 × g, 4◦C. Decant the supernatant.

7. Resuspend the pellet with a Dounce homogenizer in 50 ml ice-cold TNE buffer

containing 20 mM NaOH and centrifuge again 30 min at 100,000 × g, 4◦C. Decant

the supernatant.

8. Carefully resuspend the pellet of washed membrane in 20 ml ice-cold TN buffer to

obtain a homogeneous suspension.

9. Determine the protein concentration following the BCA assay procedure described

in UNIT 3.4.

The membrane preparation can be directly used for analyzing the expression level of the

EMP of interest or stored up to 6 months at −80◦C.

BASIC

PROTOCOL 5

ANALYSIS OF MEMBRANES EXPRESSING A GPCR: IMMUNOBLOT AND
IMMUNODETECTION

Expression levels of EMPs are usually assessed through specific immunodetection tests

and activity assays. Immunodetection methods, such as immunoblot, dot-blot, or ELISA,

are straightforward and allow determination of the overall amounts of produced EMP.

Moreover, if no specific antibody targeted against the EMP of interest is available, a

panel of useful tag epitopes can be fused to the EMP to facilitate such analyses (see

Basic Protocol 1).

This protocol illustrates analysis of the expression level of the ADRA1A receptor with an

immunoblot protocol where the expressed FLAG-tagged receptors are immunodetected

after a denaturing SDS-PAGE.

Materials

Membrane preparation samples (from Basic Protocol 4)

Blocking buffer (see recipe)

Monoclonal anti-FLAG antibody from mouse (Sigma-Aldrich)

Blotting buffer (see recipe)

HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody

ECL immunoblotting reagents (e.g., ECL Prime kit from GE Healthcare used in
this protocol)

Nitrocellulose membrane

Orbital shaker

Plastic wrap

Amersham Hyperfilm ECL

Additional reagents and equipment for SDS-PAGE (UNIT 10.1) and electrotransfer of
proteins (UNIT 10.7)

1. Prepare a 10% SDS-polyacrylamide gel as described in UNIT 10.1 and load 10 µg of

membrane preparation pre-incubated in a standard Laemmli buffer.

2. After electrophoresis and protein separation, transfer the proteins from the gel to a

nitrocellulose membrane by electroblotting in a tank unit (see UNIT 10.7) for 1 hr at

300 mA.

3. Transfer the membrane in a new tank and incubate in 50 ml blocking buffer for 1

hr at room temperature on an orbital shaker. Alternatively, incubate the membrane

overnight at 4◦C.

4. Remove the blocking buffer and incubate the membrane with the monoclonal anti-

FLAG antibody diluted in the blotting buffer (1:8000, v/v) for 1 hr at room temper-

ature on an orbital shaker.
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5. Wash the membrane three times, each time with 50 ml blotting buffer on an orbital

shaker for 10 min at room temperature.

6. Remove the blotting buffer and incubate the membrane with the anti-mouse IgG

antibody diluted in the blotting buffer (1:10,000, v/v) for 1 hr at room temperature

on an orbital shaker.

7. Drain the excess blotting buffer and place the membrane with protein side up on a

sheet of plastic wrap or other suitable clean surface.

8. Prepare the ECL detection solution according to the manufacturer’s instructions,

cover the entire surface with the detection solution (about 0.1 ml of solution per cm2

of membrane), and incubate for 5 min at room temperature.

9. Drain off the excess detection solution and wrap the membrane, protein side down,

in a fresh piece of plastic wrap, gently smoothing out any air bubbles.

10. Place the wrapped membrane, protein side up, in an X-ray film cassette.

11. In a dark room using red safe lights, place a sheet of autoradiography film on top of

the membrane for 15 sec. Do not move the film during exposure.

12. Remove the film and replace it with a second sheet of unexposed film.

13. Develop the first film and, on the basis of its appearance, estimate how long to

continue the exposure of the second film.

Figure 29.2.1 illustrates representative immunoblot signals that can be detected when

analyzing a series of membrane preparations from different P. pastoris clones expressing a

FLAG-tagged ADRA1A receptor. This FLAG-specific immunodetection identifies various

intensities of a principal band corresponding to the monomeric ADRA1A (see arrow),

plus additional bands of SDS-resistant oligomeric forms of the receptor.
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Figure 29.2.1 Immunoblot analysis of membrane proteins isolated from six different recombi-

nant P. pastoris clones expressing a FLAG-tagged human ADRA1A receptor. Equal amounts of

membrane proteins were loaded in each lane (10 µg). Proteins were separated by SDS-PAGE

on a 10% polyacrylamide gel and immunoblotted with an M2 anti-FLAG antibody (1/8000 v/v).

Molecular masses (kDa) are indicated on the left. The band corresponding to the immunodetected

ADRA1A receptor is indicated by the arrow on the right. Bands of higher molecular weight most

likely correspond to SDS-resistant oligomeric forms of the receptor.
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ALTERNATE

PROTOCOL

ANALYSIS OF MEMBRANES EXPRESSING A GPCR: DOT-BLOT
IMMUNODETECTION

While immunoblot analysis (Basic Protocol 5) yields useful information on both the

expression levels and the size and integrity of the immunodetected protein of interest,

the throughput is generally low. Actually, SDS-PAGE separation and protein transfer

onto membranes require a number of handling steps that are not really adapted for the

comparison of dozens of samples obtained from a large panel of recombinant EMP-

expressing clones. In such a situation, screening for the best expressing clones can be

more readily achieved by a dot-blot approach such as that described below.

Additional Materials (also see Basic Protocol 5)

Phosphate-buffered saline (PBS; APPENDIX 2E)

Membrane preparation samples (from Basic Protocol 4)

Nitrocellulose membrane

Microfiltration-blotting device (e.g., Bio-Dot apparatus from Bio-Rad)

1. Prewet a piece of nitrocellulose membrane with PBS and fix it tightly it into the

microfiltration-blotting device following the manufacturer’s instructions.

2. Pipet 100 µl PBS into each well of the blotting device and let it flow through the

nitrocellulose membrane by applying the vacuum.

3. Turn the vacuum off and pipet 5 to 10 µg of membrane protein samples into the

appropriate wells. Incubate 5 min at room temperature before applying the vacuum.

4. Turn the vacuum on and wash the wells three times, each time with 100 µl PBS.

5. Remove the nitrocellulose membrane from the blotting device and proceed to the

blocking and immunodetection reactions as described in Basic Protocol 5, steps 3

to 13.

Figure 29.2.2 exemplifies how such a protocol could be helpful for comparing the expres-

sion levels not only between different GPCRs expressed in P. pastoris, but also between

different clones expressing the same GPCR and between different expression conditions

assayed.

M2 @flag (1/8000)

IL8A NK1R NK2R

Cell density before 
induction

OD
600

 10

GPCR ID

P. pastoris clone # 63.1 63.2 63.3 63.4 72.1 72.2 72.3 72.4 74.1 74.2 74.3 74.4

OD600 1

Figure 29.2.2 Dot-blot comparison of membrane proteins from different P. pastoris clones expressing three different

FLAG-tagged human GPCRs (IL8A, NK1R, and NK2R). For each of the three GPCRs, four different clones were grown

in parallel to two different cell densities before induction (OD600 1 and OD600 10, i.e., 5 × 107 and 5 × 108 cells/ml,

respectively). Equal amounts of corresponding membrane proteins (5 µg) were then loaded in each well of the blotting

device and immunoblotted with M2 anti-FLAG antibody (1/8000, v/v).
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BASIC

PROTOCOL 6

LIGAND-BINDING ANALYSIS OF MEMBRANES EXPRESSING A GPCR

Contrary to the immunodetection tests, activity assays are often complicated to set up with

membrane samples. This is particularly true for EMPs such as transporters or channels

that necessitate two close compartments to exert their function, so activity assays are

usually not applicable to membrane preparations. However, when available, such assays

are of great interest since they provide clues about both the yields and the functionality

of the expressed EMP. In the case of GPCRs, ligand-binding assays are valuable to

determine the amounts of active receptors (Bmax) in a membrane preparation and their

affinity (Kd) for specific ligands. This protocol assesses the ligand-binding parameters

of the ADRA1A receptor toward a specific radiolabeled antagonist. In brief, membrane

preparations are incubated in triplicate with a given concentration of radioactive ligands

until equilibrium is reached. For determination of nonspecific binding, similar incubations

are performed in parallel in the presence of an excess of unlabeled specific ligand.

Bound and free ligands are separated by rapid filtration on glass-fiber filters and the

retained radioactivity is measured by liquid-scintillation counting. Saturation curves are

obtained with increasing concentrations of radioligand and data are analyzed by nonlinear

regression with appropriate software (Prism4 from GraphPad Software or KaleidaGraph

from Synergy Software). For a more detailed description of the theoretical aspects of

ligand binding assays, see Bylund (2007).

Materials

Membrane preparation samples (from Basic Protocol 4)

Ice-cold binding buffer (see recipe)

Prasozin

[3H]-Prasozin (Perkin Elmer, cat. no. NET823250UC)

Filter buffer (see recipe)

Ice-cold wash buffer (see recipe)

Scintillation cocktail (e.g., Ultima Gold scintillation fluid from Perkin Elmer)

Low-protein-binding polyethylene tubes (e.g., MiniSorp tubes from Nunc)

Shaking incubator

GF/B grade glass-fiber filters (the format will depend on the filtration apparatus
employed)

Manifold vacuum filtration apparatus or larger harvester (e.g., 48-sample semi-auto
harvester from Brandel)

Scintillation vials (e.g., 6.5-ml vials from Symport)

Scintillation counter

Software (e.g., Prism4 from GraphPad Software or KaleidaGraph from Synergy
Software)

Incubate membranes and ADRA1A-specific ligands

1. Thaw and homogenize membrane preparations on ice.

2. For each concentration of [3H]-Prasozin assayed (e.g., 1, 2, 5, 10, and 20 nM), label

three tubes for total (T) binding and three additional tubes for nonspecific (NS)

binding.

Ligand-binding experiments are usually performed in triplicate, but can alternatively be

conducted in duplicate when appropriate (e.g., for cost considerations).

3. Add 160 µl binding buffer containing 10 µg of membrane proteins to each T- and

NS-labeled tube.

4. Add 20 µl binding buffer to the T tubes and 20 µl of 100 µM nonradioactive prazosin

(final concentration 10 µM) to the NS tubes so that the total volume in each case is

180 µl.



Overexpression of
Membrane

Proteins Using
Pichia pastoris

29.2.16

Supplement 67 Current Protocols in Protein Science

5. Finally, add to each tube 20 µl of 10-fold concentrated radioactive [3H]-Prasozin to

attain 1, 2, 5, 10, and 20 nM in a final volume of 200 µl.

6. Carefully mix the solutions by pipetting.

7. Incubate at room temperature on a shaker for 1 hr to achieve ligand-binding equilib-

rium.

8. During the incubation or at least 15 min prior to filtration, presoak the GF/B filters

in filter buffer.

Separate free from bound ligands and analyze

9. Terminate the reactions by a rapid filtration of the samples through the presoaked

GF/B filters using a vacuum manifold according to the manufacturer’s instructions.

10. Wash the filters three times, each time with 5 ml of ice-cold wash buffer.

11. Transfer the filters into scintillation vials and add 3 ml of scintillation cocktails.

12. Incubate the vials 2 hr in the dark at room temperature before proceeding to counting.

13. Subtract the NS from the T values to determine specific binding values. Analyze the

data by nonlinear regression using appropriate software.

Figure 29.2.3 depicts a ligand-binding saturation curve obtained with Prism4 (GraphPad)

using membranes of a P. pastoris clone expressing the ADRA1A receptor.

When the ligand-binding assay is properly set up, NS binding should be 10% to 20%

of the T values. If the NS binding is elevated and makes up more than 50% of the T

binding, the assay needs to be refined (see useful troubleshooting guides in Bylund, 2007).

If the T binding remains low and close to the NS values regardless of the radioligand

concentration, this signifies a low specific binding representative of an expressed receptor

with poor activity. In this case, several parameters can be adjusted for optimal expression,

such as the duration and the temperature of the induction phase, as well as the media

formulation, including the methanol concentration and the use of additive compounds.

These different aspects are discussed in the Commentary.
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Figure 29.2.3 Radioligand binding saturation curve determined on membranes of P. pastoris
cells expressing a FLAG-tagged human ADRA1A receptor. The specific binding curve (black

circles) was calculated by subtracting nonspecific (triangles) from total (squares) binding values.

The results shown are from three independent experiments. Data were fitted using the one-site

saturation binding model.
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REAGENTS AND SOLUTIONS

Use Milli-Q-purified water or equivalent in all recipes and protocol steps. For common stock

solutions, see APPENDIX 2E; for suppliers, see SUPPLIERS APPENDIX.

Binding buffer

30 mM HEPES, pH 7.5

150 mM NaCl

1 mg/ml BSA

Prepare fresh

Blocking solution

Blotting buffer (see recipe) with 5% (w/v) nonfat dry milk

Prepare fresh

Blotting buffer

25 mM Tris·Cl, pH 7.4 (APPENDIX 2E)

0.15 M NaCl

0.1 % (v/v) Tween 20

Prepare fresh

BMGY medium

For 1 liter of BMGY solution, prepare 700 ml of YEP (10 g yeast extract, 20 g
peptone and complete with deionized water) and sterilize by autoclaving.

Just before use, sterilely add the following volumes of filter-sterilized stock solu-
tions:

100 ml of 13.4% (w/v) yeast nitrogen base w/o amino acid (10× stock solution)

100 ml of 10 % (v/v) glycerol (10× stock solution)

100 ml of 1 M phosphate buffer, pH 6 (10× stock solution)

2 ml of 0.02 % (w/v) biotin (500× stock solution)

YEP and other 10× stock solutions can be stored up to 6 months at 4◦C

BMMY medium

For 1 liter of BMMY, proceed the same as for BMGY with 100 ml of 5% methanol

(10× stock solution) instead of glycerol

Filter buffer

50 mM Tris·Cl, pH 7.4 (APPENDIX 2E)

0.3 % (v/v) polyethylenimine

Prepare fresh

LB medium

10 g tryptone

5 g yeast extract

10 g NaCl

Bring to a final volume of 1 liter with water

Heat sterilize in an autoclave

Store up to 6 months at 4◦C

MD plates

1.34 g yeast nitrogen base w/o amino acids

2 g dextrose

2 g agar
continued
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Bring to a final volume of 100 ml with water

Heat sterilize in an autoclave

Let the solution cool to about 50◦C and sterilely pour into petri dishes

Store up to 1 month at 4◦C

SOC medium

5 g yeast extract

20 g tryptone

580 mg NaCl

186 mg KCl

940 mg MgCl2
1.2 g MgSO4

3.6 g glucose

Bring to a final volume of 1 liter with water

Heat sterilize in autoclave

Divide into 5- to 10-ml sterile aliquots

Store up to 6 months at 4◦C

TN buffer

50 mM Tris·Cl, pH 7.4 (APPENDIX 2E)

0.5 M NaCl

2 mM DTT

1 mM PMSF

5% (v/v) glycerol

Prepare fresh

TNE buffer

50 mM Tris·Cl, pH 7.4 (APPENDIX 2E)

0.5 M NaCl

5 mM EDTA

2 mM DTT

1 mM PMSF

5 % (v/v) glycerol

Prepare fresh

Wash buffer

50 mM Tris·Cl, pH 7.4 (APPENDIX 2E)

Prepare fresh from a 1 M Tris·Cl, pH 7.4 stock solution

YPD agar plate

10 g yeast extract

20 g peptone

20 g dextrose

20 g bacto agar

Bring to a final volume of 1 liter with water

Heat sterilize in autoclave

Let the solution cool to about 50◦C and sterilely pour into petri dishes

Store up to 1 month at 4◦C

YPD rich medium

10 g yeast extract

20 g peptone
continued
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20 g dextrose

Bring to a final volume of 1 liter with water

Heat sterilize in an autoclave

Store up to 6 months at 4◦C

COMMENTARY

Background Information
The success of P. pastoris as an efficient

protein production factory is attributable to

a series of advantages related to both its

yeast nature and its particular methylotrophic

metabolism. This organism has a short gen-

eration time (2 hr), grows on very simple

and inexpensive media, and is very easy to

handle. A comprehensive panel of plasmids

and strategies is available for the expression

of recombinant genes, and genetic manipula-

tion is nearly as straightforward as for Sac-

charomyces cerevisiae. As a methylotroph,

P. pastoris possesses a peculiar methanol

utilization pathway relying on some of the

strongest and most tightly regulated known

promoters that can be used to obtain very

high levels of expression of recombinant

genes. In addition, P. pastoris can reach very

high cell densities (up to 130 g/liter dry

cell weight; Cereghino and Cregg, 2000).

Also, a variety of fermentation processes

and formats has been developed in the

industry so that scale-up of protein production

is easily achievable. Contrary to E. coli, P. pas-

toris is a eukaryotic microorganism capable

of complex post-translational modifications

including disulfide isomerization, sulfation,

phosphorylation, amino-terminal acetylation,

carboxy-terminal methylation, myristoylation,

farnesylation, and glycosylation (reviewed in

Eckart, and Bussineau, 1996), which are of-

ten essential for proper targeting, biologi-

cal activity and stability of the expressed re-

combinant proteins. Regarding glycosylation,

which is particularly critical for many EMPs,

P. pastoris has been shown to graft shorter

and more authentic oligosaccharide chains to

proteins than does S. cerevisiae (Grinna and

Tschopp, 1989), and therefore often appears

as a more appropriate system (Li et al., 2007).

Finally, 15N and 13C isotopic labeling of re-

combinant proteins for NMR or spectromet-

ric studies is also achievable with P. pastoris,

both in a uniform mode using isotopically

enriched nitrogen and carbon sources (Wood

and Komives, 1999), or more selectively using

amino acid isotopes and engineered auxotroph

strains (Whittaker and Whittaker, 2005).

There are a few disadvantages to the use

of P. pastoris as an expression system for

EMPs. First, a common characteristic for eu-

karyotic systems that efficiently overproduce

proteins, an overload of the translocation and

folding machineries in P. pastoris often cre-

ates a stress that triggers the activation of sort-

ing and degradation processes and results in

lowered expression levels and heterogeneity of

recombinant proteins. Moreover, if glycosyla-

tion processes occur in a fashion acceptable for

many recombinant proteins, P. pastoris is not

able to graft the complex carbohydrate motifs

that are sometimes critical for the functionality

of mammalian proteins. In addition, nonhomo-

geneous N-glycosylation of recombinant pro-

teins is frequently observed, leading to some

degrees of heterogeneity (Weiss et al., 1998;

Tate et al., 2003; Shukla et al., 2007) that can

be detrimental in various applications, includ-

ing structural studies. Recently, several strains

have been engineered to generate more com-

plex and more homogeneous N-glycosylations

(reviewed in Hamilton and Gerngross, 2007).

These strains exhibited protein-dependent but

promising outcomes, thereby also demonstrat-

ing all the potential and possibilities that could

be gained from these genetic engineering ap-

proaches.

Another characteristic that can have a direct

impact on the expression of mammalian mem-

brane proteins is related to the lipidic com-

position of yeast membranes, which varies

significantly from that of higher eukaryotes

membranes (Opekarova and Tanner, 2003). As

MPs require specific lipids for their proper

functions or for correct folding and stability,

these differences may influence both the ex-

pression level and functionality of recombi-

nant membrane proteins. This was reported

in studies where the absence of cholesterol

in P. pastoris membranes was shown to alter

the activity and stability of recombinant EMPs

(Lifshitz et al., 2007).

The first use of P. pastoris as a host for

the expression of an integral EMP was re-

ported in 1995 when Helmut Reilander and his

colleagues successfully expressed the mouse

serotonin receptor 5-HT5A (Weiss et al., 1995),

a member of the GPCR family. Since then,

hundreds of references reported on the ex-

pression of more than 150 different EMPs in

P. pastoris (Alkhalfioui et al., 2011). In this
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list where only integral EMPs are considered,

all classes of EMPs are equally represented.

This includes monotopic receptors and en-

zymes, several aquaporins and ion channels,

many members of the GPCR family, as well

as large polytopic transporters bearing up to 17

putative transmembrane domains. This survey

also highlights the great potential of P. pastoris

for co-expression approaches, including stud-

ies on membrane subunits of multimeric pro-

tein complexes and several EMP-protein inter-

actions, in strategies where the co-expressed

genes are either borne on a same vector or on

two distinct vectors. Successful co-expression

was actually recorded for the α and β sub-

units of Na/K-ATPase (Cohen et al., 2005;

Haviv et al., 2007; Reina et al., 2007) and for

α/β and phospholemman (a membrane mod-

ulator of the enzyme; Lifshitz et al., 2007).

Similarly, co-expression strategies were also

reported for Kv1.2, a membrane subunit, and

Kvβ2, a cytosoluble partner, of the rat voltage-

dependent K+ channel (Parcej and Eckhardt-

Strelau, 2003; Long et al., 2005, 2007).

Remarkably, a dozen high-resolution

structures were obtained, which represent

about one-fourth of the recombinantly

produced EMPs for which a 3D structure is

available as of January 2011 (http://blanco.

biomol.uci.edu/Membrane Proteins xtal.html).

Overall, these records highlight P. pastoris

as one of the better performing heterologous

expression systems for structural studies of

EMPs.

Critical Parameters and
Troubleshooting

As is true for many other expression sys-

tems, the performance of the system not only

depends on the expressed EMP but also on the

experimental conditions applied. Therefore,

optimization of expression conditions is often

very helpful for the recovery of higher amounts

of functional recombinant EMPs. From the

seminal work of Weiss et al. (1995), more than

30 original articles relative to a hundred dif-

ferent GPCRs expressed in P. pastoris have

been published thus far, representing an ideal

source of data to exemplify the different di-

rections that can be undertaken to enhance the

expression levels of EMPs.

First, as mentioned in Basic Protocol 1, ad-

justments of the coding sequence, the fused

tags and the gene dosage are often beneficial

for improving the expression levels of func-

tional GPCRs (Weiss et al., 1998; Sarramegna

et al., 2002; Grunewald et al., 2004). Impor-

tantly, it is often observed for a given GPCR

that clones presenting the highest amounts of

immunodetected receptors rarely exhibit the

highest ligand-binding activities. This strongly

suggests that bottlenecks for production of

functional receptors not only lie in the tran-

scription and translation steps, but also in fold-

ing and/or posttranslational processing.

Accordingly, further improvements can be

implemented by appropriately adjusting some

of the experimental parameters that influence

the host cell physiology, hence its performance

for heterologous gene expression, correct pro-

tein folding, and proper trafficking.

As a first step, evaluating the production

time-course of a GPCR often reveals very use-

ful information, as the outcome may vary sig-

nificantly from one receptor to another. For

instance, 10 hr was determined as the optimal

induction time for different constructs express-

ing a mu opioid receptor (Sarramegna et al.,

2002), whereas the highest expression levels

were obtained in the range of 18 to 24 hr

post-induction for a majority of other recep-

tors, and up to 60 hr for an engineered ACM2

muscarinic receptor (Yurugi-Kobayashi et al.,

2009). Similarly, while the induction phase

in methanol-containing media is usually per-

formed using cell densities of about 5×107

cells/ml (1 OD600/ml), we observed that this

parameter differentially affected the expres-

sion level of GPCRs, with higher cell densities

(up to 10 OD600/ml) actually being more ap-

propriate for several of them (see Fig. 29.2.2).

Formulation of the induction media is also

an important issue. Adjustments in the com-

position of buffered media, pH values, and

methanol concentration usually do not yield

major increases in GPCR expression, and a

typical induction is generally performed at

pH 5-7 in buffered complex-media contain-

ing 0.5% (v/v) methanol. Much more substan-

tial improvements, however, can be gained by

supplementing these media with some small

compounds that are believed to facilitate the

folding and processing of the recombinant

proteins. Among these molecules, dimethyl

sulfoxide (DMSO) added in the induction

medium remarkably increased the production

yield of 16 out of 20 tested receptors up to

six-fold relative to standard conditions (André

et al., 2006). DMSO possibly influences the

translocation of membrane proteins and is also

believed to act as a stabilizer of folding in-

termediates, therefore, qualifying as a chem-

ical chaperone (Bernier et al., 2004). In a

comparable fashion, adding ligands specific
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Figure 29.2.4 Impact of three induction parameters on the total number of binding sites of

the human ADRA1A receptor expressed in P. pastoris. The different parameters were applied in

parallel experiments during the induction phase (see Basic Protocol 3) with the same P. pastoris
clone expressing ADRA1A receptors. After cell lysis and membrane preparation (Basic Protocol

4), maximal specific ligand binding sites (Bmax) were assessed (Basic Protocol 6) and compared.

DMSO (dimethyl sulfoxide) and/or prazosin, an ADRA1-selective antagonist, were directly added

to the BMMY induction medium.

to a given GPCR proved highly beneficial for

a large majority of tested receptors (André

et al., 2006). Such small molecules are con-

sidered pharmacological chaperones, as they

have been shown to selectivity promote the

proper folding and trafficking of the targeted

GPCR (Bernier et al., 2004). In addition, it was

shown in several studies that lowering temper-

ature during expression to a typical range of

18◦ to 24◦C was optimal for various receptors,

as measured by ligand binding. Possible ex-

planations for the temperature effect include

slowing of protein production and no over-

load of the translocation machinery, protein

processing, or intracellular trafficking. Low-

ering the temperature has also been shown to

reduce proteolytic activities and up-regulate

cold-shock proteins such as chaperones.

Adjusting these different parameters can al-

low determination of culture conditions that

enhance expression levels of active GPCRs.

Figure 29.2.4 illustrates how a restricted array

of culturing conditions dramatically improved

the amount of active ADRA1A receptors

in P. pastoris membranes, raising the total

number of binding sites (Bmax) from less

than 0.5 pmol/mg in the standard context

(30◦C) to more than 15 pmol/mg in optimized

conditions.

Importantly, when the Bmax is significantly

increased upon optimization, it is usually ob-

served that the total amount of receptors re-

mains unchanged (André et al., 2006). This

recurrent observation with GPCRs and other

membrane proteins strongly suggests that

EMPs are expressed in P. pastoris under a

functional/nonfunctional equilibrium that can

be modulated as a function of the expression

conditions that are used.

Accordingly, and aside from the improve-

ments that could be applied at the genetic level

(optimization of the coding sequence, fused

tags and gene dosage), a systematic approach

for the successful expression of a given EMP in

P. pastoris is to perform a primary screen for a

set of separate expression conditions by vary-

ing time, temperature, and additives (DMSO,

ligand, etc.). Further improvement could then

be gained by combining and refining every

positive parameter as a subsequent screen.

Anticipated Results
The protocols described in this unit pro-

vide a convenient starting point for expres-

sion of any EMP in P. pastoris. As mentioned,

more than 150 EMPs of various origins and

types have been successfully overexpressed

with this system, and the related reports can
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serve as good starting references. Using such

methodologies along with the optimizations

mentioned above, the authors have contributed

to successful expression of dozens of GPCRs

(André et al., 2006; Lundstrom et al., 2006),

a number of them being produced at levels

greater than 25 pmol of active receptors per mg

of membranes, which roughly corresponds to

about 1 mg of active receptor per liter of yeast

culture (Sarramegna et al., 2003).

Time Considerations
When employing P. pastoris for the recom-

binant expression of EMPs, the required time

between DNA cloning and getting a validated

expressing clone is somewhat longer than with

cell-free or bacterial systems, but the system is

much more straightforward compared to other

stable eukaryotic expression systems. Actu-

ally, once the expression vector has been de-

signed, it typically takes less than one month

to perform all the steps for identification of an

expressing clone, with a time schedule that can

be summarized as follows:

1. Yeast transformation: Starting from a

freshly streaked colony, 1 day is needed for

the preparation of yeast competent cells and

their subsequent electro-transformation, and 2

to 4 days are required for the growth of recom-

binant clones on an agar plate. The second step

of phenotypic selection for multicopy transfor-

mants then requires 2 to 3 additional days;

2. Expression step: Starting from a recom-

binant colony freshly isolated on a YPD agar

plate, cultures of small to large volumes of

cells (10 ml to 10 liters) need around 3 days,

including 2 days for preculturing in a BMGY

medium plus another 1 day for methanol in-

duction in a BMMY medium;

3. Sample preparation and analysis: Yeast

cell lysis and membrane preparation can be

performed in one day, and analyses by im-

munoblotting and ligand-binding activity as-

says generally takes 2 to 3 more days in the

case of GPCR expression.

Accordingly, a clone evaluated in standard

expression conditions can be obtained in 2 to

3 weeks. From there, the number of conditions

that can be further screened for optimizing

the yield and functionality of the expressed

EMP will determine the additional time

needed.
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Etude du récepteur humain de la mélatonine MT1 
par des approches in vitro : mise au point des 
conditions de production, de purification et de 

caractérisation fonctionnelle 

Résumé 

Le récepteur humain de la mélatonine MT1 appartient à la famille des récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG). En raison du rôle majeur qu'il joue dans la régulation du rythme circadien, ce 

récepteur est impliqué dans les troubles du sommeil et la dépression et présente donc un intérêt 

thérapeutique important. Afin de progresser vers une meilleure caractérisation structurale et 

fonctionnelle de ce récepteur, nous avons élaboré une stratégie globale visant à générer les 

échantillons et méthodes nécessaires pour de telles études. Nous avons ainsi mis au point un 

ensemble original de conditions de production et de purification permettant d'isoler les récepteurs 

MT1 sous forme relativement pure, homogène et fonctionnelle. Parallèlement, à partir d'un RCPG de 

référence, le récepteur de l’adénosine A2A, nous avons mis au point un panel de techniques 

d’analyses biochimiques et biophysiques qui contribuent à une caractérisation fine des récepteurs 

purifiés et leur interaction avec des ligands. 

Mots clés : Récepteurs Couplés aux Protéines G, récepteur humain de la mélatonine MT1, 

récepteur humain de l’adénosine A2A, production, purification, études in vitro. 

 

Summary 

The human MT1 melatonin receptor belongs to the family of G protein-coupled receptors (GPCRs). It 

plays a major role in the regulation of circadian rhythm and is involved in sleep disorders and 

depression. This receptor is thus of significant therapeutic interest. However, very few in vitro studies 

have been conducted on this receptor and in particular no structural characterization and interaction 

studies by biophysical methods. In order to progress on these aspects, we developed conditions of 

production and purification of MT1 receptors for obtaining samples compatible with this type of study. 

Furthermore, we initiated stabilization tests of the purified receptors. Meanwhile, we have developed 

biochemical and biophysical analysis techniques to characterize the purified receptors and study 

their interactions with ligands, on a reference GPCR, the A2A adenosine receptor.

Key words: G Protein Coupled Receptor, human melatonin MT1 receptor, human adenosine A2A 

receptor, production, purification, in vitro studies. 


