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Résumé 

Les hormones glycoprotéiques (LH, FSH, TSH, CG) sont  présentes uniquement chez les 

vertébrés et sont constituées d’une sous-unité α commune dans une même espèce et d’une 

sous-unité β spécifique de chaque hormone. Deux gènes, gpa2 et gpb5 apparentés à ceux des 

sous unités α et β respectivement ont été découverts à la fois chez les vertébrés et les 

invertébrés. Chez les mammifères, l’hétérodimère artificiel obtenu par couplage chimique 

covalent des protéines recombinantes GPA2 et GPB5, active le récepteur de TSH.  

La structure quaternaire réelle de GPA2 et GPB5 reste sujette à caution et nous avons initié un 

travail de clonage qui devra permettre à terme de purifier les GPA2 et GPB5 recombinantes 

puis naturelles et ainsi déterminer si elles sont monomériques, ou possèdent une structure 

quaternaire, homo-dimériques ou hétérodimériques (Article 3). Dans l’attente de pouvoir 

réaliser ce travail sur GPA2 et GPB5 nous avons peaufiné les outils immunochimiques 

nécessaires pour l’étude de la stabilité des hétérodimères de FSH et LH humaines, ovines et 

bovines. Nous avons ainsi montré la relative fragilité thermique de la structure quaternaire de 

la FSH bovine par rapport aux FSHs ovine et humaine (Article 1).Comme les gonadotropines 

possèdent une activité PDI (Protein Disulfide Isomérase), nous avons  la perspective d’étudier 

si les GPA2 et  GPB5 possèdent la même activité, soit à l’état monomérique ou dimérique. 

Dans l’attente de produire ces protéines, nous avons étudié les propriétés de l’activité 

enzymatique de la PDI bovine hépatique vis-à-vis de divers perturbateurs endocriniens 

(Article 2).  

Un hasard expérimental nous a amené à nous intéresser à la Phosphatidyl-Ethanolamine-

Binding Protein (PEBP), une protéine ubiquiste de 21 kDa présentant un très grand nombre de 

fonctions dans le domaine de la reproduction, les voies de signalisation et une des causes 

possibles de diverses maladies (cancer, maladie d’Alzheimer, diabète, etc..). Nous avons 

développé une méthode originale de purification de la PEBP-1 testiculaire bovine par 

chromatographie d’interaction hydrophobe à très haute concentration de sulfate d’ammonium 

(Article 4). A partir de la protéine purifiée, nous avons produit chez le lapin des anticorps 

spécifiques contre la protéine native qui nous ont permis d’être les premiers à développer un 

dosage ELISA fiable. Par immunohistologie, nous avons également pu montrer l’expression 

de la PEBP-1 à la surface des spermatozoïdes bovins et porcins, dans les tubes séminifères 

bovins ainsi que dans l’hippocampe et le cortex cérébral de souris et de poisson zèbre. Ces 

localisations sont en accord avec les diverses fonctions précédemment décrites pour cette 

protéine et montrent que nos anticorps peuvent être utilisés dans diverses espèces de vertébrés 

(Article 5). 

 

Mots-clés FSH – LH – TSH – CG – GPA2 – GPB5 – Protein Disulfide Isomerase –  

Phosphatidyl-ethanolamine-binding protein – Elisa – Chromatographie d’interaction 

hydrophobe – Perturbateurs endocriniens  – Hippocampe – Testicule – Spermatozoïdes – 

maladie d’Alzheimer. 
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Résumé en anglais 

Glycoprotein hormones (LH, FSH, TSH, and CG) are present only in vertebrates and consist 

of a common α subunit within a species and a specific β subunit for each hormone. 

Two novel genes gpa2 and gpb5 related to those of α and β subunits, respectively, were found 

in both vertebrates and invertebrates. In mammals, the artificial heterodimer obtained by 

covalent chemical coupling of recombinant GPA2/GPB5 proteins activates the TSH receptor. 

The geniune quaternary structure of GPA2/GPB5 remains unkown. We initiated a cloning 

procedure that has eventually led to the purification of  recombinant GPA2 and GPB5 and 

later is expected to allow that of the natural ones in order to determine whether they are 

monomeric, or possess a quaternary structure, homo-dimeric or heterodimeric (Article 3). 

Before performing this work with GPA2 and GPB5, we refined the immunochemical tools 

necessary to study the stability of heterodimeric human, sheep and cattle FSH and LH. We 

have shown the relative fragility of the thermal quaternary structure of bovine FSH compared 

to sheep and human FSH (Article 1). 

 

Since gonadotropins have a PDI (Protein disulfide isomerase) activity, we plan to study 

whether GPA2 and/ or GPB5 exhibit the same activity. Before GPA2 and/or GPB5 become 

available, we studied the effect of various endocrine disruptors on the enzymatic activity of 

bovine liver PDI (Article 2). 

 

By chance, we obtained antibodies against the phosphatidylethanolamine-binding protein 

(PEBP), a 21 kDa ubiquitos protein with a large number of functions in different domains 

such as  reproduction, signaling pathways and involved in various diseases (cancer, 

Alzheimer's, diabetes...). We have developed an original method for purification of testicular 

bovine PEBP-1 by hydrophobic interaction chromatography at very high ammonium sulfate 

concentration (Article 4). Once the purified protein was obtained, we produced specific 

antibodies against the native protein in rabbits that allowed us to be the first to develop a 

reliable ELISA assay.  

 

By immunohistology, we showed the expression of PEBP-1 on the surface of bovine and 

porcine spermatozoa, in bovine seminiferous tubules and the hippocampus and cerebral cortex 

of mice and zebrafish. The PEBP distribution is consistent with the various functions 

previously described for this protein and shows that our antibodies can be used in various 

vertebrate species (Article 5). 

 

Keywords FSH – LH – TSH – CG – GPA2 – GPB5 – Protein Disulfide Isomerase –  

Phosphatidyl-ethanolamine-binding protein – Elisa –Hydrophobic Interaction 

Chromatography – Endocrine disruptors  – Hippocampus – Testis – Spermatozoa – 

Alzheimer. 
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Chez tous les vertébrés, trois hormones glycoprotéiques FSH, LH, TSH sont sécrétées par 

l’hypophyse et jouent des rôles primordiaux dans les contrôles de la reproduction et du 

métabolisme. Ces hormones formées par l’association non-covalente de sous-unités α et β, 

n’existent pas chez les invertébrés. Cependant, chez pratiquement tous les invertébrés comme 

chez tous les vertébrés, des gènes appelés gpa2 et gpb5, apparentés respectivement à ceux des 

sous-unités  et  des hormones glycoprotéiques sont retrouvés par des analyses in silico. 

Par conséquent, les protéines GPA2 et GPB5 codées par ces gènes gpa2 et gpb5 doivent jouer 

un ou plusieurs rôles absolument primordiaux et représentent sans doute, les ancêtres 

moléculaires des sous-unités α et β des hormones glycoprotéiques. 

Cette étude était notre objectif initial et a conduit, récemment et donc tardivement au cours de 

ma thèse, à l’obtention de résultats intéressants. 

Pendant la période difficile, nous nous sommes intéressés à l’étude d’une autre protéine que 

nous avions transitoirement prise pour la GPB5 sur la base de résultats d’immuno-détection. 

Cette protéine, une Phosphatidyl-Ethanolamine Binding Protein (PEBP-1) s’est révélée 

intéressante du fait de la multitude de ses fonctions dans le champ de la Reproduction et du 

fait aussi de la large répartition phylogénétique de la famille des PEBPs des bactéries aux 

plantes et aux animaux. 

L’étude de cette protéine a essentiellement occupé ma dernière année de thèse et ouvre, me 

semble-t-il, des perspectives intéressantes. 

L’introduction de ce manuscrit sera donc divisée en deux parties. Dans la première, nous 

faisons un rappel concernant les hormones glycoproteiques (gonadotropines et thyérotropines) 

et leurs structures (peptidique et glycanique), suivi par la découverte de GPA2 et de GBP5 

(structure, distribution, rôles…). Dans la deuxième partie, nous présentons une synthèse 

bibiographique sur la Phosphatidyl-Ethanolamine Binding Protein (PEBP). 

Les résultats seront présentés sous forme d’articles scientifiques. Il s’agit d’articles en 

préparation (article 1, 3 et 5), et publiés (article 2 et 4). 
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Première partie 

Ancêtres moléculaires  

des sous-unités α et β  des hormones 

glycoprotéiques 
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Le système endocrinien 

Le système endocrinien et le système nerveux régulent divers processus physiologiques longs 

ou même continuels tels que la croissance, le métabolisme, la différentiation sexuelle, 

l’osmorégulation et l’homéostasie par l’intermédiaire de médiateurs chimiques appelés 

hormones qui agissent sur des récepteurs spécifiques au niveau de leurs organes cibles. 

La structure du système endocrinien a particulièrement été conservée au cours de l’évolution. 

Ses fonctions ont quant à elles connu des spéciations concernant les hormones, les récepteurs 

propres aux tissus de l’organisme et leurs cibles. 

Les systèmes neurosécrétoires sont déjà bien développés chez les invertébrés. La structure et 

la fonction de leurs organes sont bien spécialisées pour réguler la fonction endocrine.  

 

Par exemple, chez les cnidaires, on trouve des cellules neurosécrétrices qui secrètent des 

neuropeptides dont le rôle principal est de contrôler l’alimentation, la reproduction et le 

développement. L’entrée en mue, la métamorphose et la maturation des gonades chez les 

insectes dépendent essentiellement de la production, au niveau des cellules neurosécrétrices 

cérébrales et de la glande prothoracique, d’une hormone prothoracotrope (PTHH, 

ecdysiotropine, prothoracotropine). Le développement des crustacés, comme celui des 

insectes, se fait par mues successives accompagnées de changements morphologiques 

importants de type métamorphique : l’organe X produit une hormone inhibitrice ou MIH pour 

molt inhibiting hormone qui à son tour inhibe la production d’une hormone de mue de type 

ecdystéroide, comparable à celle des insectes et produite au niveau de l’organe Y. La 

reproduction et la maturation génitale et la vitellogenèse  chez les céphalopodes, plus 

précisément les octopus, sont sous le contrôle de la glande optique (Di Cosmo and Di Cristo, 

1998). Cependant, la plupart des invertébrés n’ont pas d’organes endocriniens spécialisés pour 

la sécrétion d’hormones ; à l’inverse, chez les vertébrés existent des glandes endocrines bien 

individualisées (thyroïde, surrénale, hypophyse…) ou non (testicule, pancréas, 

hypopthalamus…). L’hypophyse en relation fonctionnelle étroite avec l’hypothalamus joue 

un role central intégrateur de l’ensemble du système endocrine. 



19 

 

L’axe hypothalamo-hypophysaire 

Chez les vertébrés, l’axe hypothalamo-hypophysaire est crucial pour la transformation de 

l’information neuronale encéphalique en signaux chimiques transportés par la circulation 

sanguine vers les organes cibles. Ce système est composé comme son nom l’indique, de deux 

organes, l’hypothalamus et l’hypophyse, tous deux connectés structuralement et 

fonctionnellement. L’hypothalamus constitue la partie basale du diencéphale tandis que les 

deux  parties de l’hypophyse, la neurohypophyse  et l’adénohypophyse sont situées sous 

l’hypothalamus. La neurohypophyse reçoit les prolongements des cellules neurosécrétrices de 

différents noyaux hypothalamiques. Chez les Tétrapodes, l’adénohypophyse se prolonge vers 

l’hypothalamus en un système porte-hypophysaire par contre chez les Téléostéens, 

l’hypophyse est innervée directement par des neurotransmetteurs hypothalamiques impliqués 

dans la régulation de la sécretion des hormones hypophysaires.  

 

Les neurones hypothalamiques secrètent des petits neurohormones, comme les hormones 

neurohypophysaires qui sont soit des vecteurs de stimulation (libérines) ou des vecteurs 

d’inhibition (statines). Chez les tétrapodes, ces substances sont secrétées dans le sang au 

niveau des anses capillaires du système porte hypothalamo-hypophysaire où elles arrivent 

vers le réseau capillaire du lobe antérieur de l’hypophyse. Les hormones hypophysaires 

ciblent à leur tour des organes endocrines périphériques  comme les gonades et la thyroïde 

pour les amener à libérer les hormones adéquates dans le sang. Un mécanisme de Feed-back 

ou rétrocontrôle s’exerce au niveau hypophysaire et/ou hypothalamique permettant un 

contrôle  des quantités circulantes d’hormones périphériques (stéroides, T4, adrénaline…). 

 

L’adénohypophyse et la neurohypophyse dérivent de deux origines embryonnaires 

différentes. L’adénohypophyse dérive de l’invagination de l’ectoderme (oral ectoderm) au 

niveau du stomodeum ou bouche primitive pour donner la poche de Rathke, au dessous du 

diencéphale. Elle se différencie en trois régions : pars distalis, pars tuberalis et pars 

intermedia. L’adénohypophyse est donc avant tout un tissu glandulaire, tandis que la 

neurohypophyse provient des terminaisons neuronales des neurones hypothalamiques. Ce 

tissu d’origine nerveuse donne naissance au pars nervosa de l’hypophyse et à l’éminence 

médiane.  

Il existe six types de cellules endocrines de l’antéhypophyse. La proopiomelanocortine ou 

POMC qui est clivée pour donner l’hormone adrénocorticotrope ou ACTH dans « les 
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corticotropes » et la mélanotropine ou α-MSH dans « les mélanotropes », l’hormone de 

croissance ou GH dans « les somatotropes », la prolactine ou Prl dans « les lactotropes », la 

thyréostimulione ou TSH dans « les thyréotropes », l’hormone lutéinisante ou LH et la 

folliculostimulante ou FSH dans « les gonadotropes ». Le dernier type cellulaire est le 

« Rostral tip thyrotrope » qui disparait chez l’adulte. Les mécanismes moléculaires et 

biochimiques qui déterminent  les destins des cellules endocriniennes antéhypophysaires ont 

été étudiés. Ces études ont mis en évidence quelques facteurs ou signaux (LIM 

homoeodomain, paired-like homoedomain, bicoid-like homeodomain, sine oculus-related 

factors) responsables de l’induction  de la différentiation (Scully and Rosenfeld, 2002) 

  

Figure 1. Les hormones de l’hypophyse et leurs différents rôles. 

L’acquisition de l’axe hypothalamo-hypophysaire est considérée comme une innovation 

remarquable chez les vertébrés. Le système endocrinien est conservé dans toutes les classes 

de vertébrés, indépendamment de leur cycle de vie ou de leurs stratégies reproductrices. Une 

telle cohérence chez les vertébrés, a conduit à effectuer une abondante recherche comparative 

sur les mécanismes et les rôles de ce système d’un point de vue évolutif. Cependant, le 

pourquoi et le comment sur l’émergence et l’acquisition de cet axe de fonctions cruciales et 

que dans la lignée des vertébrés, sont encore à être clarifiés. 
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Les hormones glycoprotéiques 

La FSH, la LH et la TSH sont des hormones glycoproteiques contrairement aux hormones 

holoproteiques comme la GH, la PRL et l’ACTH qui sont constituées d’une chaine d’acides 

aminés reliés entre eux par des liaisons peptidiques. 

 Une glycoprotéine est une protéine portant un ou plusieurs groupements oligosaccharidiques 

fixés d’une façon covalente. La fraction glucidique peut représenter 5 à 50 % de la molécule. 

Elle rend les polypeptides plus résistants à la protéolyse et va permettre aux protéines d’être 

convenablement secrétées. Il existe deux types de glycosylation, la N-glycosylation et  

la O-glycosylation, selon leur site d’ancrage. 

Les hormones Glycoproteiques assurent un rôle majeur dans la régulation de la reproduction 

et dans la régulation du métabolisme thyroïdien (Pierce et Pearson, 1981). Elles  appartiennent 

à la famille des protéines à nœud cystéine ou Cystine-Knot dont la séquence consensus est la 

suivante : Cys1-(X)n-Cys2-X-G-X-Cys3-(X)n-Cys5-X-Cys6.  Ces cystéines forment entre elles 

trois ponts disulfures en se reliant deux à deux de la façon suivante : Cys2-Cys5, Cys3-Cys6 

formant un anneau, alors que Cys1-Cys4 forment le troisième pont qui traverse l’anneau pour 

former le nœud. L’énergie libre de liaison qui résulte de la formation d’un pont disulfure est 

importante, elle contribue à la stabilisation tridimensionnelle de la protéine. La formation du 

nœud cystine se déroule au niveau du réticulum endoplasmique et grâce à l’existence d’un 

potentiel rédox moins réducteur que le cytoplasme.  

 

Le repliement de ces protéines à nœud cystine, conduit à la formation de trois domaines 

distincts : deux d’entre eux, se trouve entre  Cys1 et Cys2, ainsi que Cys4 et Cys5. Ils se ce 

composent de deux brins beta antiparallèles sous forme de doigts, tandis que le troisième 

domaine se trouve entre Cys3 et Cys4 et contient en général une structure alpha hélicoïdale. 

Cette structure tridimensionnelle force les membres de cette superfamille à exposer les résidus 

hydrophobes au milieu aqueux environant. Ces résidus hydrophobes conduisent aussi à la 

formation d’homo ou hétérodimères. Certains membres possèdent un résidu cystéine 

supplémentaire en face de Cys4 et qui stabilise la dimérisation par la formation d’un pont 

disulfure covalent entre les deux sous-unités.   
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Figure 2. Dessin schématique de la famille à cystine knot (Alvarez et al., 2009). 

Ce motif structural de protéines est aussi commun à d’autres protéines incluant la famille des 

facteurs de croissance Transforming Growth Factor – β ou TGF-β, les inhibiteurs ICK pour 

inhibitor Cystine Knot, les neurotrophines…Par contre, ces derniers ne représentent pas de 

parenté structurale avec les gonadotropines. 

Les gonadotropines  

Il existe deux gonadotropines d’origine hypophysaires: La follitropine ou FSH pour Follicle 

Stimulating Hormone et la lutotropine ou LH pour Luteinizing hormone. Leurs rôles 

biologiques est de stimuler les fonctions ovariennes et testiculaires par la régulation de la 

gamétogenèse et des hormones stéroïdiens synthétisées dans les gonades. Chez le mȃle, la 

FSH stimule les cellules de Sertoli permettant la production de diverses protéines important 

pour la spermatogenèse. La LH contrôle la synthèse et la sécrétion de la testostérone à partir 

du cholestérol capté par les cellules de Leydig. Chez la femelle, la FSH a pour rôle principal 

de maintenir le développement folliculaire au cours du cycle sexuel jusqu'à ce que la LH 

atteigne un pic de concentration appelé pic ovulatoire, permettant à l’ovulation d’avoir lieu. 

La LH induit aussi une cascade de signalisation permettant la synthèse des androgènes qui 

vont être convertis en œstrogènes sous l’effet de l’aromatase. Quant à l’aromatase, elle est 

produite dans les cellules de granulosa en réponse à la FSH. 
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 En 1931, Fevold et ses collègues réussirent à séparer les deux fractions correspondant à LH et 

FSH à partir d’extraits  hypophysaires de brebis (Fevold et al., 1931). Elles ont un poids 

moléculaire de 30 KDa environ chez les vertébrés. Chez les actinoptérygiens, GTH1 et GTH2 

constituent les gonadotropines apparentées aux FSH et LH respectivement. 

 

Une autre gonadotropine, La choriogonadotropine ou CG pour Chorionic Gonadotropin, 

d’origine placentaire, est produite par les syncytiotrophoblastes. Elle se trouve secretée de 

manière constitutive en quantité importante dans le sang au cours du premier tiers de la 

gestation et participe au maintien du corps jaune au cours de la gestation. Elle n’existe que 

chez les Primates et les Equidés. La choriogonadotropine humaine a été trouvée en 1927 dans 

l’urine de femme enceinte et sa présence continue d’être la base des tests de grossesse. 

 

La FSH est essentiellement secrétée de manière constitutive, par exocytose alors que la LH  

est stockées dans des granules de sécrétion intracellulaires. Toutes les deux sont secrétées par 

les cellules gonadotropes de l’antéhypophyse et sont régulées par le système nerveux central 

via l’action pulsatile d’une neurohormone : la gonadolibérine ou GnRH pour Gonadotropin 

Releasing Homone.  En effet la sécrétion de la GnRH est pulsatile, caractérisée par une 

montée rapide des concentrations sanguines et suivies d’une diminution de type exponentiel 

lié à son demi-vie. Ainsi la fréquence des cycles de GnRH détermine le rapport des secrétions 

de FSH et de LH. La GnRH est elle-même sous l’influence des neurotransmetteurs centraux et 

des stéroïdes sexuels (œstradiol et progestérone chez la femelle, testostérone chez le male) qui 

rétrocontrôlent au niveau de l’hypothalamus la stimulation des cellules gonadotropes de 

l’hypophyse par la GnRH  en altérant l’amplitude et la fréquence des pulses et au niveau de 

l’hypophyse en altérant le nombre des récepteurs à GnRH et en modulant la transcription des 

gènes codant les sous-unités composant les gonadotropines.  

 

En 2000, Tsutsui et ses collègues ont mis en évidence  un neuropeptide hypothalamique 

purifié à partir d’extraits de cerveau de caille, qui agit directement sur l’hypophyse et inhibe 

la sécrétion des gonadotropines par les cellules gonadotropes. Il fut nommé GnIH pour 

Gonadotropin-Inhibitory Hormone (Tsutsui et al., 2000). Les activines et leurs deux 

modulateurs les follistatines et les inhibines (qui agissent de manière autocrine/paracrine) 

affectent la sécrétion hypophysaire de FSH, tout en respectant celle de LH (Bilezikjian et al., 

2004). En effet, les activines sont synthétisés par les cellules gonadotropes, stimulent la 
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sécrétion de la FSH en se liant à leurs récepteurs spécifiques qui se trouvent sur les mêmes 

cellules. Cette stimulation est inhibée soit par les follistatines qui se lient directement aux 

activines  soit par les inhibines qui se lient aux récepteurs des activines. 

La thyrotropine (TSH) 

La thyréotropine d’origine hypophysaire, joue un rôle dans le contrôle de l’activité endocrine 

de la thyroïde. Elle est mise en évidence par Greep en 1934 (Greep, 1934). Sa purification a 

été accomplie en 1956 par Condliffe et Bates à partir d’extrais hypophysaires bovins (Bates 

and Condliffe, 1956). Elle a un poids moléculaire de 28 à 30 KDa. Elle est secrétée par les 

cellules thyréotropes de l’hypophyse sous le contrôle de la TRH hypothalamique 

(Thyreotropin releasing hormone).  

 

La TSH une fois secrétée, elle se lie sur ces récepteurs membranaires liés aux protéines G de 

la cellule épithéliale thyroïdienne en activant l’adénylcyclase et la phospholipase C, ce qui 

entraine la libération de la 3,5,3’-tri-iodo-thyronine T3 et de la 3,5,3’,5’-tetra-iodo-thyronine 

T4 ou thyroxine par activation d’une protéine de grosse taille la thyroglobuline et de la 

peroxidase thyroïdienne. Cette dernière intervient alors dans le couplage des précurseurs alors 

que la thyroglobuline, porteuse d’hormones thyroidiennes est alors stockée dans la cavité 

colloïde (pour environ deux mois, permettant de pallier aux variations des apports), la 

récupération se fait par pinocytose en fonction des tissus périphériques.   

 

La sécrétion de la TSH est régulée par rétrocontrôle négative effectué par les hormones 

thyroïdiennes. Ces derniers sont indispensables à la croissance et au développement, en 

particulier pour le système nerveux central et pour l’os. Ainsi pendant la période fœtale, elles 

participent aux mécanismes de maturation et de mise en place des connexions neuronale ainsi 

qu’à la myélinisation et à la différenciation et la maturation osseuse. Elles ont des effets 

calorigènes et hyperglycémiantes en augmentant l’absorption intestinale de glucides. Elles 

augmentent la filtration glomérulaire et le débit sanguin rénal… 
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Caractéristiques structurales des hormones glycoprotéiques (GPH) 

Structure peptidique 

Les GPH malgré leurs rôles physiologiques divers possèdent une forte homologie structurale 

et sont considérées comme les hormones protéiques les plus complexes. Elles sont constituées 

de deux sous unités : α qui est commune à toutes les hormones d’une même espèce et β 

confère la spécificité biologique et immunologique de chaque hormone au sein d’une même 

espèce (Pierce and Parsons, 1981). Les chaines polypeptidiques de α et β sont associées d’une 

manière non-covalente ou faible pour former un hétérodimère glycosylé et riche en ponts 

disulfures intrachaines : 5 pour la sous-unité α et 6 pour la sous-unité β. Malgré les variations 

importantes de séquence entre espèces, la position des cystéines, donc des ponts disulfures, 

est parfaitement conservée.  A l’équilibre, ces sous-unités sont caractérisées par une constante 

de dissociation Kd de l’ordre de 10 
-6 

M à 37°C. Cette valeur est largement supérieure aux 

concentrations circulantes des hormones (10
-10

 M) et il s’ensuit que les gonadotropines 

devraient être dissociées, et donc inactives, dans les conditions physiologiques.  

En fait, il avait été observé que la dissociation des sous-unités était très lente de telle sorte que 

le dimère avait largement le temps d’agir avant d’être éliminé ou dissocié.  Les deux sous-

unités se dissocient en effet à pH acide ou basique, en présence d’urée ou de guanidine ou par 

élévation de la température. 

Structure primaire 

La structure primaire des protéines correspond à leurs séquences d’acides aminés et détermine 

leur repliement dans l’espace qui, lui-même est largement responsable de leurs propriétés 

biologiques. 

La sous-unité α est identique pour toutes les hormones glycoproteiques au sein d’une même 

espèce. Elle est fortement conservée entre les différentes espèces. Elle est codée par un seul 

gène (Boothby et al., 1981, Fiddes and Goodman, 1979, Gharib et al., 1990). Le gène de la 

sous-unité α comporte 4 exons et 3 introns et sa taille varie, suivant les espèces de 8 à 16,5 

Kb, en relation avec la longueur du premier intron. Les sous-unités α comportent dans la 

majorité des espèces 96 résidus d’acides aminés. Les 10 cystéines présentes dans toutes ces 

séquences ont des positions invariables d’une espèce à l’autre, ce qui permet d’aligner et de 

comparer ces séquences. 
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Les sous-unités β sont spécifiques de chaque hormone et sont codés par des gènes différents 

sur des chromosomes distincts. Les gènes des sous-unités β comportent trois exons et deux 

introns. La séquence en acide aminé varie plus ou moins en longueur d’une hormone à une 

autre entre 109-129 acides aminés pour la βFSH, 116-122 acides aminés pour la βLH, 99-130 

acides aminés pour la βFSH et 145-149 acides aminés pour la βCG. Elles possèdent 12 

cystéines en positions strictement invariantes formant 6 ponts S-S. 

Structure secondaire 

La structure secondaire correspond à des structures périodiques des acides aminés selon un 

axe. On connait deux grands types de structures secondaires : l’hélice alpha et le feuillet Beta.  

Les proportions de structures secondaires des gonadotropines ont été étudiées par dichroïsme 

circulaire. La sous-unité α ne comporte qu’une courte séquence en hélice alpha et six feuillets 

beta tandis que la sous-unité β ne comporte pas du tout d’hélice alpha, elle est constituée 

essentiellement de cinq feuillets beta. Les liaisons qui vont se créer entre les différents 

feuillets beta vont engendrer un repliement caractéristique de la structure tertiaire. 

Structure tertiaire 

La structure tertiaire correspond aux repliements des chaines protéiques sur elles-mêmes après 

la formation éventuelle de structures secondaires. Ces repliements étant liés à l’existence des 

résidus encombrants ou chargés. Au fur et à mesure que la chaine peptidique s’allonge au 

niveau des ribosomes, des protéines appelés Chaperonnes viennent assister le repliement 

correct. Il y aura ensuite une stabilisation de la structure tertiaire par diverses liaisons 

ioniques, liaisons hydrogènes, interactions hydrophobes. Les ponts dissulfures ne déterminent 

pas le repliment mais stabilise aussi la structure finale atteinte. 

 

On trouve dix résidus cystéines sur la séquence de la sous-unité α et douze sur celle de β. 

Malgré les variations importantes de séquences entre espèces, la position des cystéines, donc 

des ponts disulfures, est parfaitement conservée. Elles forment respectivement cinq et six 

ponts disulfures  intra-chaines chez  les sous-unités α (Cys1-Cys4, Cys2-Cys7, Cys3-Cys8, 

Cys5-Cys9, Cys6-Cys10) et β (Cys1-Cys6, Cys2-Cys7, Cys3-Cys12, Cys4-Cys8, Cys5-Cys9, Cys10-

Cys12).  La forme de ces ponts a été modélisé correctement  à partir la structure 

tridimensionnelle de la CG (Lapthorn et al., 1994, Wu et al., 1994) et de la FSH humaines 

(Fox et al., 2001). Dans la structure cristalline de hCG, chaque chaine polypeptidique est 

formée de brins β antiparalleles, repliés en trois paires de boucles liées au nœud cystine. 
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  Dans la sous-unité α, La deuxième boucle est beaucoup plus longue que les cinq autres. Elle 

contient à son extrémité une hélice-α qui lui confère en structure particulière en coude. Elle 

est aussi caractérisée par sa séquence d’acides aminés très conservée entres les différents 

espèces de vertébrés (entre les Cys5-Cys7) contrairement aux boucles 1 et 3 qui possèdent des 

structures primaires moins conservées. En ce qui concerne la sous-unité β, la boucle 2 ne 

contient qu’un seul feuillet β et elle est la plus courte des boucles, par contre elle possède 

toujours une structure primaire très bien conservée pour toutes les hormones (LH, FSH, TSH 

et CG). 

Association dimèrique 

Les hormones glycoproteiques sont secrétées à forte concentration dans les cellules qui les 

synthétisent pour se retrouver en concentration considérablement plus faible dans le sang, 

d’où l’importance que l’hétérodimère formé soit suffisamment stable pour avoir le temps 

d’agir avant leur élimination. L’existence de la structure en nœud cystine formé par 3 ponts S-

S  et la présence de la ceinture de sécurité maintiennent ensemble l’intégrité de 

l’heterodimère. En effet, la ceinture de la sécurité est une extension de la région C-terminal de 

la sous-unité β qui va entourer la sous-unité α au niveau de sa boucle 2 une fois que 

l’association dimérique est produite : c’est la Cys12 de la partie C-terminal qui forme un pont 

avec la Cys3. L’ouverture et la fermeture de ce pont disulfure sont catalysées par l’activité 

PDI (Protein Disulfide Isomerase) de l’hormone au moment de la dimérisation des deux sous-

unités (Belghazi et al., 2006) (Voir l’article 2). 

Structure polysaccharidique 

Un des aspects structuraux intéressants de cette famille de GPH est sa forte glycosylation. 

Cette dernière a été montrée importante pour la persistence circulatoire et la clairance 

métabolique (capacité globale de l’organisme à éliminer une molécule) et dans leurs activités 

biologiques (Apparailly and Combarnous, 1994, Combarnous, 1992). Les sites potentiels de 

N-glycosylation sont  les résidus asparagine Asn présents dans les séquences  Asparagine-X- 

Thréonine/Serine. En général, il existe 2 sites qui sont effectivement N-glycosylés dans les 

sous-unités α des mammifères tandis que les sous-unités β possèdent selon les hormones et/ou 

les espèces, un ou deux sites. La N-glycosylation des deux sous-unités se déroule dans le 

réticulum endoplasmique granulaire d’une façon co-traductionnelle.  Certaines glycoprotéines 

peuvent être aussi O-Glycosylés mais souvent avec des chaines plus courtes que les chaines 

N-saccharadiques avec des mécanismes de glycosylation différente.  
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Les glycoprotéines alpha-2(GPA2) et beta-5 (GPB5), 

nouveaux membres de la famille des GPH  

En 2002, Hsu et ses collaborateurs ont identifié deux nouvelles  glycoprotéines qui 

représentent une forte similitude structurale au niveau de leurs séquences avec les sous-unités 

α et β des hormones glycoprotéiques de vertébrés. Cette identification a été initiée par une 

analyse in silico sur les EST (Expressed Sequenced Tags) et le génome humain (entièrement 

séquencé) suivie par  une confirmation par RT-PCR sur des ADNc. Ces nouvelles 

glycoprotéines ont été nommées GPA2 en considérant que la sous-unité α est GPA1 et GPB5 

en tenant compte des 4 sous-unités β différentes déjà identifiées des LH, FSH, TSH et la CG. 

 La comparaison des séquences des acides aminés de GPA2 avec la sous-unité α et de GPB5 

avec la sous-unité β montre aussi la conservation de l’arrangement des résidus cystéines 

qu’on trouve chez les sous-unités α et β des GPH. Ainsi GPA2 et GPB5 appartiennent à la 

super-famille des « Cystine-Knot Proteins» (Hsu et al., 2002). 

D’autres orthologues de GPA1 ont été trouvés de la même manière dans les EST et les GSS 

(Genomic Survey Sequence) de quatre vertébrés ; le rat, la souris, le Tetraodon nigroviridis et 

le xénope (Hsu et al., 2002). Pour GPB5, Hsu l’a identifié aussi chez le xénope et la souris, 

chez la Drosophila melanogaster, chez deux nématodes le Coenorhabtidis elegans et 

l’Anclyostoma caninum (Hsu et al., 2002). Un peu plus tard, d’autres génomes de nombreuses 

espèces de vertébrés et d’invertébrés ont été analysés, ce qui a permis de découvrir l’existence 

de gènes de GPA2 et de GPB5 chez quasiment toutes les espèces et qui codent 

potentiellement pour des molécules présentant des analogies importantes avec les sous-unités 

et β des GPH.  

Chez l’amphioxus, un chordé basal, qui ne possède ni hypophyse ni GPH, deux gènes 

homologues à gpa2 et un seul homologue à gpb5 ont été trouvés (Holland et al., 2008, Tando 

and Kubokawa, 2009a, Sower et al., 2009). Cependant, le ver à soie, le tetraodon et le poisson 

zebre possèdent deux gpb5 tandis que l’oursin possède deux lots de chaque gène. Sower et ses 

collaborateurs ont noté que la lamproie possède seulement gpa2 et non pas gpa1 et ont conclu 

que GPA2 constitue la sous-unité α ancestrale des hormones glycoprotèiques (Sower et al., 
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2009). Les espèces chez qui on n’a pas encore trouvé les deux gènes gpa2 et gpb5, bien 

qu’elles y avaient été recherchées sont des Hyménoptères (abeille et guepe) (Hauser et al., 

2010) aussi gpa2 de deux oiseaux (poule et zebrafinch). L’abscence de ces gènes chez les 

cnidaires permet de conclure que les homologues de gpa2 et de gpb5 sont apparus au moment 

de l’émergence des bilatériens. 

Caractéristiques structurales 

La séquence de la GPA1 humaine est formée de 129 a.a dont les premiers 23 a.a forment le 

peptide signal putatif. La chaine protéique mature déduite possède un poids moléculaires 

théorique de 11,6 KDa avec deux sites potentiels de N-Glycosylation (alors qu’il existe un 

seul site chez la drosophile d’après (Sudo et al., 2005). Dans GPA1, on retrouve 9 résidus 

cystéines parmi  les 10 résidus cystéines que la sous-unité α possède. 

La séquence protéique de la GPB5 humaine est formée de 130 a.a, contenant un peptide signal 

putatif de 24 a.a. La forme mature de la protéine contiendrait 106 a.a avec une masse 

moléculaire théorique de 11,7 KDa, un seul site potentiel de N-Glycosylation et 10 résidus 

cystéines. Il y a donc potentiellement cinq ponts disulfures qui se forment dans la GPB5 au 

lieu de six dans les sous-unités β. Le pont disulfure absent correspond au pont formé par la 

Cys3-Cys12 qui est impliqué dans la fermeture de la ceinture de sécurité une fois que la 

hétérodimérisation des sous-unités α et β des GPH a lieu (Hsu et al., 2002). 

La ceinture de sécurité des GPH est importante pour la stabilité des hétérodimères et son 

absence dans GPB5 suggère une différence considérable dans ces propriétés de dimérisation 

et d’activité biologique par rapport aux sous-unités β des GPH (Alvarez et al., 2009, Hsu et 

al., 2002).  

Caractéristiques fonctionnelles 

En se basant sur les ressemblances structurales entre les nouvelles protéines découvertes et les 

sous-unités α et β des GPH et comme ces derniers sous-unités agissent en formant un 

hétérodimère non covalent, il était tentant de proposer que GPA2 et GPB5 puissent former 

aussi un hétérodimère. Néanmoins l’abscence de la région des β formant la ceinture de 

sécurité affaiblit notablement cette hypophèse. 
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Par la technique de « yeast two-hybrid assay » Nakabayashi et son groupe ont montré que 

GPA2 et GPB5 sont des potentiels partenaires qui agiraient en interaction : ils ont sous-cloné 

les ADNc de GPA2 et GPB5 humaines dans un vecteur bipromoteur et puis utilisé ce vecteur 

pour la transfection des cellules rénales foetales humaines HEK 293T pour une co-expression. 

Durant le SDS-PAGE, ils ont remarqué l’absence de l’hétérodimère et afin de le visualiser, un 

couplage chimique par le Disuccinimidyl suberate (DSS) a été réalisé. Ce dimère covalent 

artificiel présente une activité thyréotrope in vitro comme il était capable de stimuler les 

récepteurs à TSH (TSHR) : le dimère était capable de stimuler la production d’AMPc par le 

TSHR dans des HEK 293T mais non pas par les récepteurs à FSH et à LH. De plus, le 

traitement d’une lignée de cellules thyroïdiennes de rat, les FRTL5, avec ce dimère stimule la 

production d’AMPc et l’incorporation de thymidine tritiée avec des taux similaires à la 

stimulation par la TSH bovine. Pour tester aussi l’action de ce dimère in vivo, des rats males 

adultes, ne produisant plus de TSH suite à un traitement par la triiodothryonine, montrent une 

élévation du taux sériques de T4 lors de l’administration de cet hétérodimère A2/B5. Du fait 

que ce dimère covalent artificiel stimule le récepteur à TSH et non pas les recepteurs à LH ou 

FSH, avec sa capacité à maintenir un taux de T4 dans l’organisme, cet hétérodimère a été 

nommé « Thyrostimuline » (Nakabayashi et al., 2002). 

 

Bien que « la thyrostimuline » (GPA2/GPB5 covalente) constitue un potentiel stimulateur de 

la fonction des cellules thyroïdiennes in vitro et in vivo, son rôle exact sur la physiologie 

thyroïdienne est mal établi. La thyrostimuline, si elle existe pourrait jouer un rôle paracrine 

dans l’adénohypophyse et autres tissus qui expriment les récepteurs de TSH (Nakabayashi et 

al., 2002). Ikekubo et ses collaborateurs proposent que la thyrostimuline stimulerait la 

thyroïde et maintiendrait l’euthyroïdisme chez les patients présentant un goitre avec des taux 

de TSH très faible et non stimulable par la TRH (Ikekubo et al., 2005).  

 

Jusqu’à aujourd’hui, le knock-out du gène gpa2 n’a pas été décrit, alors que MacDonald et ses 

collaborateurs ont publié en 2005, le knock-out du gène gpb5 ou OGH (orphan glycoprotein 

hormone) et aussi de sa surexpression. Dans les deux cas, les animaux sont viables et 

présentent des ressemblances avec les individus sauvages avec quelques petites différences.  

En effet, chez les animaux sur-exprimant GPB5, les OGH-TG, une diminution de masse a été 

remarquée malgré que les OGH-TG mangent beaucoup plus que les individus sauvages.  

Cette diminution de masse n’est donc pas corrélée avec une diminution de prise alimentaire, 
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mais à un métabolisme plus important. Ces modifications métaboliques induites étaient dues à 

une augmentation en hormones thyroïdiennes sans augmentation de la teneur de TSH 

circulante. Ainsi les auteurs proposent encore une fois que la thyrostimuline qui stimulerait 

bien l’activité thyroïdienne (Macdonald et al., 2005).  

 

De même pour Okada et son groupe, qui considèrent que la thyrostimuline ou CGH 

(Corticotroph-Derived Glycoprotein Hormone) comme ils l’ont appelée stimule l’activité 

thyroïdienne. Ils ont montré que la surexpression de la GPB5 conduit aux mêmes résultats de 

MacDonald avec quelques différences histologiques : une hypertrophie des follicules 

thyroïdiens, une hyperplasie des cellules épithéliales des follicules thyroïdiens et une 

hypertrophie des cellules dans la partie interne de la corticale surrénalienne tandis que la 

surexpression de GPA2 donne des individus identiques aux sauvages (Okada et al., 2006). 

  

Figure 3. Comment GPB5 affecterait le métabolisme et la perte du poids. 

 (MacDonald et al, 2005). 

 

En 2006, Nagasaki et ses collaborateurs, montrent que la thyrostimuline agit via un 

mécanisme différent de celui de TSH et indépendant de l’axe hypothalamo-hypophysaire. Ils 

ont cloné et obtenu les protéines recombinantes de GPA2 et de GPB5 du rat. Ils ont confirmé 

les travaux de Nakabayashi (Nakabayashi et al., 2002) en montrant que la thyrostimuline, 

cette fois du rat, stabilisé aussi par du DSS, stimule le TSHR en mesurant l’AMPc et la 

mobilisation Ca
2+

 intra-cellulaire. Ils ont montré que les niveaux de transcrits de GPA2 et de 

GPB5 n’étaient pas significativement modifiés par la TRH dans des cultures primaires 

d’hypophyses. Ils ont aussi déduit que l’hypophyse n’est pas la source de thyrostimuline 
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comme ils n’ont pas réussi à détecter GPB5 dans l’hypophyse du rat (Nagasaki et al., 2006). 

Les cytokines proinflamatoires (IL-1β et TNFα) régulent la transcription de GPB5 à travers la 

voie NF-κB dans les At-T20, une lignée corticotrope murine. Les auteurs de ce papier 

proposent que la thyrostimuline soit relié à des facteurs de stress dans le cas de maladies 

sévères. Différentes cytokines sont produites au cours du « infectious Stress » et induisent 

l'expression d'ACTH, établissant ainsi le concept de l’interaction système immunitaire – 

système neuroendocriniens (Suzuki et al., 2009).  

 

Par real-time-PCR et des études immunohistochimiques, Sun et ses collaborateurs ont montré 

que la thyrostimuline est exprimée dans les ovocytes de ratte. Les TSHR sont exprimés dans 

les ovaires (Aghajanova et al., 2009) et sont stimulés par voie paracrine par cette 

thyrostimuline (Sun et al., 2009). La «  thyrostimuline » purifiée après cross-linking par le 

DSS a été capable de stimuler l’AMPc dans des cellules HEK 293T transfectées par TSHR 

aussi des cellules humaine NIH, les OVCAR-3, une lignée cellulaire ovarienne obtenu d’une 

patiente ayant un adénocarcinome ovarien (Sun et al., 2009). 

 

 

Figure 4. Hypothèse de l’activité paracrine et des  mecanismes régulatoires de la 

thyrostimuline-TSHR dans les ovaires. (Sun et al, 2009). 

Van Zeijl et ses collaborateurs, ont essayé d’élucider le rôle de la thyrostimuline dans la 

régulation de l’axe hypothalamus-hypophyse-tyroïde quand ce dernier est confronté à un 

manque ou un excès d’hormone thyroïdienne. Ils ont utilisé le modèle de souris transgéniques 
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GPB5
-/-

  dans trois cas, hypothyroïdisme, euthyroïdisme et thyrotoxicoses en comparant les 

jeunes et les adultes. Ils ont déduit que les jeunes euthyroid GPB5
-/-

  développent une 

hypothyroxinemia (faible concentration de thyroxine dans le sang) et ils ont proposé que c’est 

la manque de thyrostimuline qui est responsable de ce phénotype chez les transgéniques mais 

en tenant compte cette fois, que GPB5 peut-être la seule responsable (van Zeijl et al., 2010). 

 

La thyrostimuline pourrait jouer un rôle dans la répression de TSH durant les maladies par un 

court rétrocontrôle impliquant les TSHR qui sont exprimés dans l’adénohypophyse. En effet, 

l’administration de lipopolysaccaharride  LPS à des souris est un modèle établie pour l’étude 

de la maladie systématique non thyroïdienne. van Zeijl et ses collaborateurs ont injecté les 

souris transgéniques GPB5
-/-

  par du LPS. Cette administration de LPS a augmenté 

l’expression des messagers de GPB5 chez les animaux sauvages au niveau hypophysaire et 

hypothalamique, la suppression des messagers de GPA2 chez les animaux sauvages et 

transgéniques et la diminution des messages de TSHR chez les animaux sauvages mais pas 

chez les transgéniques GPB5
-/-

 . Cette dernière diminution suggère que GPB5 joue un rôle 

dans la régulation de TSHR au cours des maladies aiguës (van Zeijl et al., 2011). 

Localisations et distributions tissulaires 

La littérature concernant la distribution tissulaire de GPA2 et de GPB5 est contradictoire. 

Cette distribution dépend de techniques utilisées (hybridation in situ, RT-PCR, 

immunodetection) et aussi des outils (anticorps anti-peptides, anticorps faits contre la protéine 

recombinante exprimé en système bactérien…) et peut être des stades de développement des 

individus sur lesquelles les organes sont prélevés. Mais d’une façon générale, on remarque 

une large distribution de gpa2 et une expression plus restreinte de gpb5. 

 

Hsu et ses collaborateurs montrent par amplification PCR que chez l’homme, gpa2 est 

exprimé dans l’hypophyse, les gonades, les reins et le pancréas alors que gpb5 est restreinte 

au cerveau  et à l’hypophyse. Chez la souris et le xenopus, un co-marquage de GPA2 et de 

GPB5 au niveau des cellules antéhypophysaires a été mis en évidence par les anticorps 

polyclonaux anti-GPA2 et anti-GPB5 faits chez le lapin (anticorps faits contre les protéines 

recombinantes humaines exprimées chez E.coli) et en parallèle en western blot sur des extraits 

hypophysaires sans déterminer vraiment dans quel(s) type(s) cellulaire(s) les deux protéines 

sont exprimées (Hsu et al., 2002). 
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Nakabayashi et ses collaborateurs retrouvent chez le rat, par RT-PCR les ARNm de gpb5 dans 

le cerveau, l’antéhypophyse, la thyroïde, l’oviducte et le cœur et les ARNm de gpa2 dans ces 

mêmes tissus avec aussi une expression dans les reins, l’utérus, l’intestin, les poumons et les 

gonades et les glandes surrénales. Ils ont montré aussi un co-marquage de GPA2 et de GPB5 

dans l’adénohypophyse en utilisant le même type d’anticorps que dans le paragraphe 

précédent (Nakabayashi et al., 2002). 

 

Li et ses collaborateurs ont réalisé une étude immuno-histochimique chez le rat en utilisant 

des anticorps anti-peptides. Ils ont montré que GPA2 et GPB5 sont tous les deux exprimés 

dans l’adénohypophyse (sans précision de type cellulaire), le duodénum, le système nerveux 

central (les dendrites et les axones de l’hypothalamus, cervelet, mésencéphale, medulla 

oblongata, moelle épinière, et rétine), l’estomac et le pancréas, les glandes surrénales et mais 

pas dans la glande thyroïde. GPA2 n’a pas été retrouvé dans le testicule, le cœur, les 

poumons, le foie, ni les reins (Li et al., 2004). 

 

MacDonald et ses collaborateurs, en utilisant leurs modèles de souris transgéniques 

hétérozygotes, indiquent que GPB5 serait exprimé dans le fasiculus retroflexus caudal du 

cerveau, dans la rétine et dans les tubules séminifères des testicules chez l’adulte et dans les 

glandes salivaires, lacrymales et les conduits du palais « apparent ducts in the palate » chez le 

nouveau né (Macdonald et al., 2005). 

 

Chez la drosophile, Sudo et ses collaborateurs, voient l’expression des ARNm de GPA2 et de 

GPB5 au cours de développement aux niveaux des stades embryonnaires, larvaires et adultes 

(Sudo et al., 2005). 

 

En 2006, Nakasaki et ses collaborateurs ont cherché par PCR quantitative (q-PCR) 

l’expression des transcrits de GPA2 et de GPB5 chez le rat et l’humain. Dans les tissus où on 

trouve les deux transcrits, le niveau d’expression des transcrits de GPB5 était 100-200 fois 

plus faible que celui de GPA2. Chez l’homme, les transcrits de GPA2 sont fortement 

exprimés dans le pancréas et l’hypophyse, alors que pour GPB5, c’est dans l’hypophyse où 

les gènes sont les plus exprimés. Chez le rat, les ARNm de GPA2 sont fortement exprimés 

dans l’œil, présentent dans l’hypophyse, les testicules, et les reins. Ceux de GPB5 sont aussi 
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fortement exprimés dans l’œil et les organes impliqués dans la reproduction (testicule, utérus 

et placenta) avec une expression très faible dans la vessie et l’hypothalamus. Ils étaient à 

peine détectables chez le rat dans l’hypophyse (les rapports de q-PCR sont 4/1/0,05/0,0005 

pour l’α, βTSH, GPA2 et GPB5). Des hybridations in situ sur les hypophyses de rat ont été 

réalisées en considérant que la q-PCR ne pouvait pas détecter les ARNm s’ils se trouvent dans 

quelques cellules sélectives. Les transcrits de GPA2 sont diffuses au niveau du lobe antérieur 

de l’hypophyse alors que GPB5 était non détectable dans aucun des lobes contrairement à ce 

qui a été décrit par Nakayashi en 2002 (Nagasaki et al., 2006). 

 

Okada et ses collaborateurs confirment la présence des transcrits de GPA2 en abondance dans 

le pancréas par Northern Blot, avec un niveau moins important dans l’hypophyse, la parotide, 

la rétine, la peau, testicule, estomac, reins, colon, intestin grêle et thyroïde par RT-PCR. Alors 

que les ARNm de GPB5, se trouvent dans l’hypophyse, la rétine, les testicules et la peau et 

non pas dans le pancréas, parotide, reins, estomac, foie, colon, cerveau, glande surrénales. Ils 

ont trouvé une même expression chez la souris et ont déduit comme le groupe de Nagasaki, 

que l’expression des transcrits  GPB5 est beaucoup plus faible que ceux de GPA2 dans les 

tissus où les deux sont exprimés. Par hybridation in situ, les transcrits de GPA2 se montrent 

localisés dans les cellules acineuses du pancréas et des glandes salivaires. Cette même équipe, 

a utilisé un double immuno-marquage sur l’antéhypophyse en utilisant des anticorps anti-

GPB5 et des anticorps contre des marqueurs de lignés cellulaires antéhypophysaires pour 

montrer une colocalisation dans les cellules corticotropes humaines alors que chez le rat, 

Nakabayashi n’a pas trouvé une colocalisation de GPA2 avec d’autres marqueurs 

antéhypophysaires (Okada et al., 2006). 

 

Sun et ses collaborateurs ont détecté par amplification PCR, une présence des ARNm de 

GPA2 et de GPB5 dans les ovaires. Les ovocytes contenaient le plus des transcrits de GPB5 

alors que les cellules de granulosa montraient un niveau d’expression modéré tandis que par 

marquage immunohistochimique , ce sont les ovocytes et non pas les cellules de granulosa qui 

ont été marqué par l’anticorps polyclonal anti-GPB5 (Sun et al., 2009). 

 

GPA2 ou FLR-2 chez Coenorhabditis elegans, est exprimé dans quelques neurones au niveau 

du pharynx, tête et queue de l’état larvaire à l’état adulte. Cette expression a été étudiée par 
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des anticorps anti-FLR2-GFP (la protéine recombinante a été exprimée chez E.coli, purifiée et 

injectée chez le rat) (Oishi et al., 2009). 

 

Chez l’amphioxus, Tando et Kubokawa ont utilisé l’hybridation in situ in toto (chez 

B.belcheri) et ont détecté  les ARNm de GPA2 au niveau de la racine du sixième nerf dorsal 

(sixth dorsal nerve root), de la région intercalée de la chorde nerveuse et au niveau des 

cellules du côté droit du canal central de la chorde nerveuse et du côté dorsale. Cette 

localisation cellulaire correspond aux cellules RB bipolaires (Retzius bipolar cells) qui sont 

considérées comme des neurones somatiques sensoriels (Tando and Kubokawa, 2009b).  

Dos Santos et ses collaborateurs, ont réalisé une étude par hybridation in situ du profil 

d’expression des deux gènes au cours du développement embryonnaire de l’amphioxus.  

Ils ont remarqué une expression ubiquitaire faible de gpb5, selon un gradient antéropostérieur 

chez les embryons tandis que l’expression de gpa2 est restreinte au niveau embryonnaire et 

larvaire. Chez l’amphioxus adulte, la présence des transcrits a été testé par PCR sur les 

ADNc, ainsi les transcrits de gpa2 sont détectés dans la région de la fosse de Hatscheck, dans 

l’intestin postérieur, les myotomes, la notochorde, l’endostyle, les arcs pharyngiens et les 

gonades. Ceux de gpb5 ne sont retrouvés que dans l’intestin postérieur, les myotomes et les 

gonades (Dos Santos et al., 2009). 

 

Les résultats concernant l’expression des  GPA2 et de GPB5 dans diverses espèces et à divers 

stades de développement n’indiquent pas de localisation ni de moment où une co-expression 

des deux protéines dans un même type cellulaire permettrait une éventuelle 

hétérodimérisation ( si qu’elle pourrait être suffisamment stable sans l’aide d’un pont covalent 

artificiel). 

Notre projet était d’étudier la structure quaternaire éventuelle de l’hétérodimère recombinant 

de GPA2/GPB5 bovines mais des difficultés inattendues nous ont conduits à suspendre ce 

travail en attendant de solutionner le problème. Ce qui a été fait depuis mais trop tardivement 

pour la présente thèse. 
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Deuxième partie 

Les PEBP 
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La famille de PEBP est formée de protéines ubiquitaires, solubles et de poids moléculaires 

aux environs de 20-23 kDa et qui comprend à ce jour plus de 400 membres dans l’ensemble 

des espèces ; bactéries, archées et eucaryotes. Les PEBP sont extrêmement conservées. 

Leur séquence codante ne comporte pas de peptide signal et elles sont donc essentiellement 

cytoplasmiques mais on les retrouve néanmoins aussi associées aux membranes cellulaires 

(Roussel et al., 1988) et parfois même secrétées (Hengst et al., 2001) 

 

En 1984, Bernier et Jolles ont purifié la PEBP, à partir du cerveau de bœuf. Ils ont remarqué 

durant sa purification que cette protéine soluble restait associée à des lipides endogènes 

comme les triacylglycérides et les esters de cholestérol et qu’elle était capable de fixer des 

ligands anioniques comme la bromosulfophtaléine, le sulfate de déhydroépiandrostérone, 

l’estradiol, le linoléate et l’oléate de cholestérol, mais aussi des phospholipides  en particulier 

la phosphatidylethanolamine (PE) (Bernier and Jolles, 1984). Cette dernière propriété lui a 

valu son nom principal : Phosphatidyl-éthanolamine-binding protein. La PEBP de cerveau de 

bœuf lie également différents nucléotides tels que la flavine mononucleotide FMN et le 

guanosine triphosphate GTP (Bucquoy et al., 1994) mais aussi des protéines G, la locostatine 

(Zhu et al., 2005) et des dérivés de la morphine (Atmanene et al., 2009). Au fil des années, 

des protéines homologues à la PEBP-1 bovine ont été isolées et caractérisées (PEBP-2,  

PEBP-4).La PEBP agit dans un grand nombre de processus cellulaires et physiologiques. Au 

niveau cellulaire, la PEBP est un inhibiteur d’enzymes différentes, parmi lesquelles RAF 

kinase (d’où son nom RKIP pour RAF KINASE INHIBITOR PROTEIN) et la thrombine 

chez les mammifères, la carboxypeptidase Y (CPY) et Ras GTPase-activating protein chez la 

levure (Bruun et al., 1998, Chautard et al., 2004, Hengst et al., 2001, Yeung et al., 2000, 

Yeung et al., 1999).  Elle est aussi connue sous le nom de facteur décapacitant DF (Gibbons et 

al., 2005). Elle joue un rôle dans la physiologie cardiaque (Goumon et al., 2004) et dans le 

développement du cerveau (Yuasa et al., 2001) et l’inflorescence chez les plantes (Banfield 

and Brady, 2000)... La protéine la plus étudié parmi les PEBPs est RAF kinase inhibitor 

protein «  RKIP ». C’est pour cette raison, la PEBP sera des fois remplacé par RKIP dans la 

plupart des paragraphes du manuscrit. 

 

Cette famille de protéine a attiré l’attention de beaucoup de chercheurs qui essayent de 

comprendre les fonctions, rôles et modes d'action de ces protéines qui sont jusqu'à aujourd’hui 

très mal établis. 
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Tableau 1. Quelques homologues de PEBP/RKIP 

Espèce Nom et ou Rôle Références 

Plasmodium 

falciparum 

(parasite) 

? (Trottein and Cowman, 

1995) 

Plasmodium vivax  

(parasite) 

? (Arakaki et al., 2007) 

Onchocera volvulus 

(nematode) 
protège le nématode d’être détecter par le système 

immunitaire de l’hôte. 

(Erttmann and Gallin, 

1996) 

Toxocara canis 

(nematode) 
protège le nématode en l’empêchant d’être détecté 

par le système immunitaire de l’hôte. 

(Gems et al., 1995) 

Drosophila 

melanogaster 
Odorant binding (Pikielny et al., 1994) 

Saccharomyces 

cerevisiae (levure) 

Inhibe la carboxypeptidase et yRas GAP. Interagit 

avec CDC25 impliqué dans des associations 

moléculaires et qui contrôle la cascade de 

phosphorylations dans les voies de signalisation 

glycolitiques. 

(Robinson and Tatchell, 

1991) 

Antirrhinum 

centroradialis 

( muflier) 

CEN (Centroradialis) 

Programmation du méristème apical 

(Banfield and Brady, 

2000) 

Arabidopsis thaliana FT (Terminal Flower) et TFL1(flowering locus T) 

Dans la floraison, FT induit la floraison et TFL1 la 

réprime. 

(Ahn et al., 2006) 

Lycopersicon 

esculentum 

(tomate) 

SP (Self Pruning) 

Régularité d’alternance de phases végétatives et 

reproductives  

(Pnueli et al., 1998) 

Nicotiana tabacum 

(tabac) 

CET2/CET4 

architecture florale 

(Amaya et al., 1999) 

Pisum sativum 

(petit pois) 

DETERMINATE Maintien l’indeterminance du 

méristème apicale et LF (Late Flowering) prolonge 

la phase végétative 

(Foucher et al., 2003) 

Oryza sativa  

(riz) 

hd3 (heading date 3), RCN1 (FRD2), RCN2 et RCN3 

(FRD1) Répresseur de floraison  

(Nakagawa et al., 2002) 

Escherichia coli   YBHB et YBCL  
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Structure de PEBP/RKIP 

La structure basique et la séquence consensus de la famille des PEBP ont été conservées 

durant l’évolution. Ces protéines ne possèdent pas d’homologie significative avec d’autres 

protéines dont la structure et la fonction sont connues. Les fonctions biologiques des protéines 

dépendent étroitement de leur structure tridimensionnelle (3D) qui peut être déterminée par 

cristallographie aux rayons X et/ou par NMR (Nuclear Magnetic Resonance). 

La structure de la PEBP bovine a été  résolue pour la première fois en 1998 en présence de 

trois ligands anioniques différents : un ion acétate, un ion phosphate ou un groupement 

phosphoryéthanolamine (Serre et al., 1998). Un peu plus tard, la structure cristalline de la 

PEBP-1 humaine (hPEBP) a été obtenue et a permis de confirmer la ressemblance entre ces 

deux protéines (Banfield et al., 1998). Elle est essentiellement composée de deux hélices 

alpha et de neuf brins beta. Cette fois, la co-cristallisation a été faite avec un ion cacodylate 

qui se place sur le site putatif de fixation des ligands anioniques de la même manière que les 

ions acétate, phosphate et phosphoéthanolamine. Cette poche (site putatif) ne peut accueillir 

que la tête polaire anionique des ligands vu que le volume disponible pour la fixation d’un 

ligand est faible. 

 

Raf-1 est l’une des MAP-kinases (mitogen activated protein kinase) ou ERK (extracellular 

signal regulated Kinase) qui catalysent la phosphorylation des protéines MAP. Les MAP-

kinases s’activent les unes les autres en cascade : ainsi la MAP-kinase (ERK) est activée par 

une MAP-kinase-kinase (MEK), elle-même activée par d’autres MAP-kinase-kinase-kinase 

(Raf-1). Comme nous le verrons plus loin, différentes études ont montré que les PEBP sont 

des inhibiteurs d’un certain nombre de kinases (Raf-1, IKKα, IKKβ…). La PEBP/RKIP 

interagit avec Raf-1 et MEK et inhibe la voie MAP-Kinase (Yeung et al., 1999). 

 

Des études de délétion dans la séquence de Raf-1 ont permis de définir la zone de  

Raf-1 impliquée dans l’interaction avec PEBP. Raf-1 se lie dans la poche de PEBP au niveau 

des résidus 325-349 de Raf-1 correspondant à la partie N-terminale de son domaine kinase. 

Cette poche donc, intègre deux signaux de régulation, la fixation du ligand et la 

phosphorylation pour contrôler l’inhibition de Raf-1 par RKIP (Park et al., 2006, Rath et al., 

2008). 
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Figure 5. La région N- terminale du domaine kinase de Raf-1 qui est impliqué dans 

l’interaction avec RKIP. 

 

La mutation du site P74L, un site conservé dans la poche, augmente l’interaction Kinase et la 

phosphorylation de RKIP, ce qui augmente le signal Raf1/ERK. Les études par NMR 

montrent que la structure de cette poche est très dynamique, ce qui lui permet de s’adapter et 

d’interagir avec divers partenaires et d’être impliquée dans des régulations allostériques 

(Granovsky et al., 2009). 

 

Les structures cristallographiques d’autres PEBP ont été résolues chez différentes espèces. 

Tableau 2. Les différentes espèces chez qui, la structure cristallographiques de la PEBP 

a été résolue avec leurs numéros d'accession PDB. 

Espèce PDB Référence 

Bovin 1B7A et 1A44 (Serre et al., 1998) 

humain 1BD9 et 1BEH (Banfield et al., 1998) 

Antirrihium Centroradialis 1QOU (Banfield and Brady, 2000) 

Echerichia coli  1FJJ (Serre et al., 2001) 

Souris 1KN3 (Simister et al., 2002) 

Saccharomyces cerevisiae  1WPX (Mima et al., 2005) 

Arabidopsis thaliana 1WKP (Ahn et al., 2006) 

Plasmodium vivax  2G2Q (Arakaki et al., 2007)  

Rat 21QX et 21QY (Shemon et al., 2009) 

Drosophila melanogaster 2JYZ (Rautureau et al., 2009) 
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Les structures de ces protéines sont très proches et présentent des caractéristiques générales 

communes à toutes les protéines de la famille des PEBP. Elles sont formées essentiellement 

par un large feuillet beta central, sur  extrémité se trouve  un site putatif de liaison des ligands 

anioniques. Malgré un repliement global particulièrement conservé, les protéines de cette 

famille présentent néanmoins des différences structurales significatives, surtout au niveau de 

leurs extrémités N- et C-terminales qui pourraient être déterminantes pour leurs fonctions 

biologiques spécifiques, notamment pour la régulation de leurs interactions avec différents 

partenaires : l’hélice alpha qui se trouve à l’extrémité C-terminal de nombreuses PEBP, 

n’existe pas chez les PEBP de plantes ni de bactéries. Ainsi, les membres de cette famille 

possèdent des ligands différents et divers états oligomériques (monomère, dimère, tétramère) 

dont on ignore les rôles biologiques pour le moment. 

RKIP et signalisation cellulaire 

On définit la signalisation cellulaire transduction du signal par l’ensemble des mécanismes de 

communication au niveau cellulaire. Beaucoup de molécules sont impliquées dans ces 

échanges et qui permettent de transporter de l’information via des signaux chimiques,  

des médiateurs ou des ligands (hormones, facteurs de croissance, cytokines…) puis de 

décoder les messages portés par ces signaux grâce à des récepteurs extra ou intracellulaires 

spécifiques ce qui induit une réponse de la cellule réceptrice. Une fois que le ligand se fixe sur 

son récepteur, ce dernier, subit un changement de conformation, ce qui active une cascade de 

réactions biochimiques comme par exemple une série de phosphorylations pour les protéines 

kinases. La figure suivante représente les principales voies de signalisations impliquées dans 

la régulation des processus cellulaires comme le métabolisme, la prolifération, la 

différentiation,  l’apoptose, la réponse au stress et la l’inflammation… 

 

Les paragraphes suivants présentent le rôle de la PEBP dans les régulations des MAP kinases 

et de certaines autres voies de signalisation. 
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Figure 6. Principales voies de signalisation cellulaires. 

RKIP  et la voie MAP-Kinases Raf-1-/MEK/ERK 

La voie des MAP-Kinases Raf-1/MEK/ERK est une voie de transduction du signal 

ubiquitaire. Elle permet la transmission des signaux de prolifération et de différentiation 

cellulaires depuis les récepteurs à activité Tyrosine-Kinase, les RTK, situés au niveau de la 

membrane plasmique jusqu’au noyau (Elion, 1998). La régulation de cette voie est complexe 

et fait intervenir des protéines qui assurent l’efficacité et la spécificité de  la transmission du 

signal. 

 

Les RTK ayant fixé par exemple un facteur de croissance, se dimérisent et 

s’autophosphorylent. Ensuite, la protéine adaptatrice Grb2, qui possède des domaines SH2 et 

SH3, s’accroche au résidu phosphotyrosine des RTK par son domaine SH2, tandis que les 

deux domaines SH3 se fixent aux résidus de proline de la protéine adaptatrice SOS  (Son of 

Sevenless). Puis, Grb2-Sos entre en contact avec Ras (GTPase) qui est une petite protéine G 

(Moodie et al., 1993) et qui se situe dans le cytosol, près de la membrane plasmique.  
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Ras est alors activée via l’échange d’un GDP contre un GTP et se lie à la Kinase  

Raf-1 (MAPKKK).Raf-1 activée, phosphoryle et active MEK(MAPKK), une kinase qui 

phosphoryle à son tour la protéine ERK (MAPK). Cette dernière possède de nombreux 

substrats tels que des protéines cytoplasmiques, des régulateurs de la traduction, des protéines 

kinases de la famille Rsk, des facteurs de transcription comme AP-1 qui régule l’expression 

de nombreux gènes impliqués dans la survie ou la mort cellulaires, comme le gène Bcl3 

(Shaulian and Karin, 2002). 

 

Parmi toutes les protéines qui se lient à Raf, la PEBP-1 ou RKIP pour Raf Kinase Inhibitor 

Protein est le seul inhibiteur naturel endogène de cette voie de signalisation Raf/MEK/ERK. 

Par la technique double hybride, en utilisant un mutant Raf-1 Kinase, le BXB, comme sonde, 

Yeung et ses collaborateurs ont isolé la protéine RKIP dans une banque de données d’ADNc 

humains. Ils ont montré que RKIP inhibe la phosphorylation de MEK par Raf-1 : in vitro et in 

vitro, RKIP se lie à Raf-1, à MEK et plus faiblement à ERK mais ne se lie pas à Ras. RKIP 

n’est pas un substrat pour Raf-1 ou MEK, mais elle inhibe compétitivement l’interaction entre 

ces deux kinases. RKIP co-immunoprécipite avec le complexe Raf-1/MEK/ERK et se trouve 

co-localisée avec Raf-1 (immunofluorescence par microscopie confocale) que la cellule soit 

au repos ou activée par une forme oncogénique de Ras. La transcription de gènes dépendants 

de MEK, ERK et AP-1 est activée une fois que l’expression de la PEBP est réprimée par 

l’expression d’un ARN antisens ou l’injection d’un anticorps spécifique de RKIP. 

 Par contre les protéines MEK et ERK ne sont plus activées lors d’une surexpression  de 

RKIP, ainsi la transcription des gènes sous le contrôle du facteur de transcription AP-1(Yeung 

et al., 1999). 

  

Les mécanismes moléculaires de l’inhibition de la voie des MAP-kinases par RKIP ont été 

étudiés par double hybride, la capture par « GST Pulldown » et mutagénèse dirigée (Yeung et 

al., 2000). RKIP forme des complexes ternaires avec Raf-1, MEK et ERK : alors que MEK et 

ERK peuvent s’associer simultanément à RKIP, les liaisons de Raf-1 à RKIP ou de Raf-1 à 

MEK sont mutuellement exclusives. RKIP est capable de dissocier le complexe Raf-1/MEK 

et agit comme un inhibiteur compétitif de Raf-1 pour la phosphorylation de MEK. 

La localisation des domaines de liaison montre que MEK et RKIP s’associent à des domaines 

distincts de Raf-1 et que Raf-1 et RKIP s’associent à des sites différents de MEK. Pour 

empêcher l’inhibition de la voie MAP-kinase par RKIP, les deux sites de liaison à Raf-1 et à 
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MEK doivent être détruits. Ce résultat montre que la liaison de RKIP soit seulement à Raf-1 

soit seulement à MEK est suffisante pour l’inhibition (Yeung et al., 2000). Il semble d’autre 

part que la cavité conservée des PEBP intervienne dans l’interaction entre RKIP et Raf-1. 

RKIP en inhibant la voie Raf/MEK/ERK, elle influence indirectement l’activité de la protéine 

Kinase Aurora B. RKIP s’associe aux centrosomes et aux kinétochores et agit comme 

régulateur lors de la ségrégation des chromosomes et favorise la stabilité du génome (Eves et 

al., 2006). 

RKIP et NF-B 

NF-B est un facteur de transcription nucléaire et ubiquiste, qui régule positivement un 

nombre considérable de gènes en réponse à des divers stimuli comme le stress (radiation UV 

ou choc thermique), l’infection bactérienne (lipopolysaccharide) et virale, et également en 

réponse à des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα (Tumor Necrosis Factor) ou 

l’interleukine 1β (IL-1β). 

 

Dans sa forme inactive, NF-B est maintenu dans le cytoplasme par une famille de protéines 

inhibitrices, les  (Inhibitors of B). La phosphorylation de  se fait par  kinase 

() par ses deux sous–unités catalytiques  et . Après la phosphorylation, le site 

 phosphorecepteur va servir comme une partie d’un site de reconnaissance essentiel pour 

E3RS
IKB/β-TrCP

, une SCF-type E3 ubiquitine ligase, ce qui explique l’ubiquitination de  et 

sa dégradation. Ces trois étapes, la phosphorylation des deux sérines 32 et 36, la 

polyubiquitination rapide et la dégradation protéolitique de  par le protéosome 60S 

conduisent à l’activation de NF-B qui se dimérise pour gagner le noyau et se lie à l’ADN où 

il déclenche la transcription de différents gènes dont ceux de la réponse immunitaire ou 

inflammatoire et divers maladies.  

 

La phosphorylation et l’activation des  peut se faire par certaines kinases de la famille 

MAPKKK comme NIK (NF-κB inducing kinase), MEKK1 (MEK kinase 1), TAK1 

(Transforming growth factor beta-activated kinase 1), mixed lineage kinase 3, et Cot/TPL2. 

Malgré les études avancées sur l’identification des kinases qui activent le complexe , il 

n’y a pas beaucoup d’informations sur les régulateurs négatifs qui peuvent affecter ces voies. 

Yeung et ses collaborateurs ont montré que RKIP joue un rôle inhibiteur de la voie de 

signalisation NF-KB. L’inhibition de la PEBP par microinjection d’un anticorps anti-PEBP 
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active énormément le reporteur NF-B lacZ dans les fibroblastes Rat1 tandis que la 

surexpression de la RKIP inhibe ce reporteur. RKIP agit en amont du complexe kinase 

responsable de la phosphorylation et de l’inactivation de l’inhibiteur de NF-B, IKB. 

Plus précisément, RKIP inhibe les quatres kinases de la voie NF-KB in vitro et in vivo :  

NIK, TAK-1,  et . C’est ainsi que la transduction du signal est inhibée.  

Ce mode d’action ressemble à celui joué par RKIP avec Raf-1 et MEK dans la voie MAP-

Kinase. Comme les deux voies MAP-Kinase et NF-B ont des rôles physiologiques bien 

distincts, la fonction de la RKIP pourrait-être, au moins pour une part, de coordonner la 

régulation de ces voies (Yeung et al., 2001). 

RKIP et GPCR 

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) constituent la famille la plus grande de 

récepteurs. Ils interviennent pratiquement dans tous les processus physiologiques tels que 

l’inflammation, la neurotransmission, la libération d’hormones, la régulation de la pression 

sanguine. La PKC phosphoryle RKIP sur la sérine-153 qui perd alors sa capacité à lier Raf-1 

(perte de l’inhibition de la voie MAPK), et par contre se lie alors à la kinase GRK2 et 

l’inhibe. GRK2 ne peut plus phosphoryler les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) ce 

qui bloque leur internalisation. Un tel mécanisme permet de réguler la voie de transduction 

médiée par les GPCRs. 

  

Figure 7. RKIP et les voies de signalisations cellulaires 
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RKIP et protéases à sérine 

Les protéases à sérine désignent une famille d’enzymes protéolytiques qui catalysent 

l’hydrolyse de la liaison peptidique. Leur site actif contient une sérine qui joue le rôle central 

dans la catalyse. Ce groupe comprend des enzymes digestives pancréatiques comme la 

trypsine, la chymotrypsine, l’élastase et d’autres enzymes impliquées dans la coagulation 

comme la thrombine, la kalikréine, d’autres types encore comme les facteurs du complément. 

Cette famille joue des rôles très importants dans plusieurs processus durant le développement 

et l’homéostasie tissulaire. Parmi, leurs fonctions, les protéases à sérine, peuvent dégrader les 

composants des matrices extracellulaires pour permettre l’excroissance dans les processus 

neuronaux ou la migration cellulaire. Elles favorisent la mort cellulaire et agissent comme 

facteurs mitogéniques. L’activité de ces protéases est régulée par certains inhibiteurs, qui sont 

responsables de maintenir un développement et une homéostasie normaux. Un dérèglement de 

cette activité surtout au niveau du système nerveux peut être impliqué dans des pathologies 

comme la maladie d’Alzheimer. 

 

Les RKIP sont capables d’inhiber d’une manière spécifique un certain nombre de protéases à 

sérine. Chez les mammifères, la PEBP-3 de souris, inhibe la thrombine, la neuropsine, la 

chymotrypsine, mais n’inhibe pas la trypsine, l’activateur du plasminogène, ni l’élastase 

(Hengst et al., 2001). 

 

La protéase-nexine-1 PN-1, serpine tissulaire, inhibitrice de la thrombine présente dans le 

système nerveux central. Cependant, le fait que l’inhibition de la thrombine a été également 

détecté dans les cerveaux de souris PN-1
(-/-)

 indique la présence d’un inhibiteur 

supplémentaire de thrombine. Hengst et al, ont réussi à purifier et à identifier RKIP comme 

étant cet inhibiteur. La thrombine est considérée comme un mitogène et Raf-1 est 

phosphorylée suite à la liaison de la thrombine à son récepteur, un GPCR. Par conséquent, et 

suite à la stimulation des récepteurs activés par les protéases, PEBP pourrait moduler la 

réponse cellulaire. Il reste à déterminer le site actif et le mécanisme par lequel la PEBP inhibe 

les protéases à serine. 

 

La Tfs1p ou I
c
, homologue de RKIP chez la levure Saccharomyces cerevisiae est capable 

aussi d’inhiber la carboxypeptidase Y (CPY), une enzyme vacuolaire. La CPY contient un site 
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actif Ser, His, Asp et une  «  Trypsine- like oxyanion hole ». Son mécanisme catalytique est 

donc considéré comme semblable aux protéases à sérine (Chautard et al., 2004). 

 

Chez le Sulfolobus solfataricus, un archée procaryote, la SsCEI ou PEBP du sulfolobus inhibe 

l’APEH(Sc) qui est une protéase à sérine appartenant à la famille de prolyl oligopeptidase 

(POP)  (Palmieri et al., 2010). 

 

Le fait que des membres de la famille de RKIP agissent comme inhibiteurs de l’activité 

protéolytique dans deux organismes évolutivement très éloignés ; la levure et la souris, 

suggère que ce pourrait être une caractéristique commune aux RKIP. 

RKIP  et reproduction  

La capacitation des spermatozoïdes a été est découverte par Colin Russell Austin et Chueh 

Chang en 1951. Elle se définit par l’ensemble de modifications biochimiques et physiques que 

le spermatozoïde subit dans les voies femelles pour acquérir le pouvoir fécondant. Seul un 

spermatozoïde complètement capacité peut interagir avec un ovocyte non fécondé et subir la 

réaction acrosomique grâce à ses interactions moléculaires spécifiques avec la zone pellucide. 

Parmi ces changements qui se déroulent dans l’isthme de l’oviducte c’est la perte de protéines 

de surface. Le processus de capacitation est réversible : l’élimination de protéines de surface 

de spermatozoïdes non capacités contribue à la capacitation rapide tandis qu’une nouvelle 

incubation avec ces protéines contribue à la perte du pouvoir fécondant (Fraser, 1984). 

 

Ces protéines de surface qui inhibent la fécondation d’une façon réversible sont appelées 

Facteurs de décapacitation. (DFs). Ces DFs interagissent indirectement avec la membrane 

plasmique via de récepteurs spécifiques. Plusieurs modifications au niveau moléculaire ont 

lieu une fois que les DFs sont enlevés, parmi lesquelles une inactivation du Ca2+-ATPase, ce 

qui entraine une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire (Arnoult et al., 

1999) à travers les canaux calciques voltage dépendant de type T, localisé dans la région post 

acrosomique de la tête du spermatozoïde (Adeoya-Osiguwa and Fraser, 1996).  

Les informations sur les DFs sont encore incomplètes, bien que certains facteurs soient 

partiellement purifiés et isolés par centrifugation douce de spermatozoïdes non capacités 

(Fraser, 1998). 
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En 1998, Frazer a montré qu’on perd des DFs lors du traitement d’une suspension de  

spermatozoides avec la phosphotidylinositol-specific phospholipase C (PI-PLC) qui enlève 

les glycophosphatidylinositol (GPI) et qu’en conséquence les spermatozoïdes sont capacités. 

Par contre, l’addition des DFs de nouveau à la suspension traitée par PI-PLC ne provoque pas 

la réaction inverse. Ainsi ce n’est pas les DFs qui ont une ancre GPI mais ce sont d’autres 

molécules sur lesquelles le DFs vient s’attacher et sont appelés DF-receptor (DF-R) 

(Fraser, 1998). 

 

Il y a quelques années deux laboratoires indépendants ont identifié la PEBP comme une 

protéine de surface de spermatozoïdes. En 2005, Gibbons et ses collaborateurs, ont montré 

que la PEBP est le récepteur de facteur(s) décapacitant(s) (Gibbons et al., 2005) et Nixon et 

ses collaborateurs, en se basant sur une méthode non mécanique pour séparer les protéines 

membranaires ont montré que la PEBP joue le rôle d’un facteur décapacitant qui réduit aussi 

l’expression de la phosphotyrosine sur la membrane plasmique des spermatozoïdes (Nixon et 

al., 2006). Cette exposition de phosphoprotéines à la surface avec l’implication d’autres 

membres de la famille des chaperonnes ont été impliqué dans la formation d’un récepteur 

fonctionnel qui active la capacitation et l’interaction avec la zone pellucide (Asquith et al., 

2004). Des études plus approfondies sont donc nécessaires pour déterminer si la PEBP-1 agit  

comme un DF-R ou un DF. 

 

Pour mieux comprendre l’importance de RKIP dans la reproduction, des souris transgéniques 

RKIP-1 
-/-

 ont été générées (Theroux et al., 2007). Le taux de capacitation et de reproduction a 

été étudié aussi que la localisation de la RKIP-1 sur les spermatozoïdes. Ces souris knock-out 

ont été irradiées et les testicules ont été directement prélevés pour étudier la spermatogenèse 

et l’apoptose des cellules germinales (Moffit et al., 2007). Les résultats montrent la présence 

d’une capacitation précoce chez les souris RKIP-1 
-/-

. Une telle capacitation précoce conduit à 

un taux de reproduction réduit. Il était aussi intéressant de montrer que les males RKIP-1 
-/-

 

ont un taux de reproduction réduit quand ils sont accouplés à des femelles RKIP-1 
-/-

 ou 

RKIP-1 
-/+ 

  tandis que les males RKIP-1 
-/+ 

  accouplés à des femelles  RKIP-1 
-/-

 ont un taux 

de reproduction normal par rapport au types sauvages. Par contre, les souris RKIP-1 
-/- 

ne 

montrent pas de différence significative en terme d’apoptose dans les cellules germinales avec 

les souris sauvages. Ceci est peut-être dû au système de compensation par les autres types de 

PEBP.  
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Ces études démontrent le rôle de PEBP  dans la régulation de la capacitation, ce qui implique 

éventuellement un rôle intéressant dans la reproduction et peuvent avoir des applications dans 

le traitement de fertilité ou dans le développement d’un mode de contraception comme les 

modifications moléculaires du DF ou du DF-R peuvent rendre les spermatozoïdes 

irréversiblement non fertiles.  

RKIP et cancer  

RKIP a été identifié comme étant le premier inhibiteur endogène de la voie MAPkinase 

Raf/mitogen-activated protein kinase kinase/extracellular signal-regulated kinase (ERK). 

Indépendamment de la voie MAP-Kinase, RKIP affecte aussi la voie NFkB (Yeung et al., 

2001). Ces deux voies jouent des rôles importants dans le cancer et l’invasion en régulant 

principalement des fonctions cellulaires comme la prolifération, la différentiation, la 

transformation, la mobilité, la survie et la métastase.  

 

Au cours des dernières années, PEBP a été considérée comme un nouveau gène candidat pour 

son rôle dans la suppression des métastases (Tableau 3). 

Le premier lien entre PEBP et cancer a été établie sur des modèles de cellules de protaste 

métastatique (C4-2B) et non-métastatique (LNCaP). Ces travaux ont montré une diminution 

de l’expression de PEBP et de son messager dans les cellules métastatiques (Fu et al., 2003). 

 

Tableau 3. Gènes candidats pour leur rôle dans la suppression des métastases. 

(Klysik et al., 2008) 
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Par ailleurs, la surexpression de PEBP dans des cellules cancéreuses métastasiques diminue 

leur pouvoir invasif. Par la suite, d’autres travaux ont rapporté la diminution de l’expression 

ou l’absence de PEBP dans d’autres cancers : mélanomes de la peau (Park et al., 2005), 

carcinome des cellules de Merkel (Houben et al., 2006), cancer du sein ganglionnaire (Hagan 

et al., 2005, Chatterjee et al., 2004) insulinomes (Zhang et al., 2004), cancer colorectal 

(Minoo et al., 2007) et hépatocarcinomes (Schuierer et al., 2006, Lee et al., 2006). 

Récemment, il a été proposé que le taux de PEBP dans le sang pourrait être utilisé comme un 

marqueur de cancer de la prostate (Fu et al., 2006). Les travaux récents de Eves et ses 

collaborateurs indiquent que l'absence de PEBP peut augmenter l'instabilité génétique de la 

cellule (Eves et al., 2006) tandis que les travaux sur les hépatomes suggèrent que l'absence de 

RKIP peut augmenter le taux de division cellulaires (Lee et al., 2006). Ces données suggèrent 

que la diminution de l’expression de RKIP-1 peut induire plusieurs caractéristiques 

généralement associées à la fois à la croissance et la propagation du cancer. 

 

Les études à venir, peuvent fournir des outils pour exploiter la PEBP comme modèle pour la 

conception de nouveaux médicaments anti-cancéreux. En effet, Les composés anti-

migratoires peuvent être exploités en tant qu’agents anti-cancéreux comme l’angiogenèse de 

la tumeur et sa métastase dépendent de la migration cellulaire. 

RKIP et apoptose 

La majorité des drogues anticancéreuses agissent sur les mêmes voies de signalisation de la 

PEBP. Il semble donc possible que PEBP puisse réguler l'apoptose en réponse à ces drogues. 

Des travaux réalisés sur les cancers du sein et de la prostate ont montré que la chimiothérapie 

induit l’expression de PEBP qui sensibilise les cellules cancéreuses à l’apoptose (Chatterjee et 

al., 2004). Par exemple, dans des cellules cancéreuses de prostate DU145 en présence de 9-

nitrocamptothécine (9NC - inhibiteur de la topoisomérase I), les cellules subissaient une 

apoptose généralisée accompagnée d’un augmentation significative de RKIP (Pantazis et al., 

2003). Or il existe une lignée de cellules RC1 issue de la lignée DU145 qui est résistante au 

traitement par le 9NC et pour laquelle aucune augmentation de RKIP n’a été observée lors du 

traitement (Chatterjee et al., 2004). Les auteurs ont émis l'hypothèse que l'induction de RKIP 

pourrait donc être nécessaire à l'apoptose induite par le 9NC. Cette hypothèse a été confirmée 

en montrant que le blocage de RKIP par de petits ARN interférents empêche l'apoptose pour 

la lignée DU145 traitée par le 9NC, alors qu’à l’inverse l'injection de RKIP restaure la 

sensibilité des cellules RC1 au 9NC en provoquant leur apoptose. Enfin, le traitement de la 
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lignée DU145 par d'autres stimulants génotoxiques comme l’étoposide ou le cisplatine 

provoque également l’induction de l'expression de RKIP (Chatterjee et al., 2004). 

La corrélation directe entre la sensibilité aux drogues pro-apoptotiques et l'induction de RKIP 

suggère donc que la surexpression de RKIP pourrait être nécessaire pour l'apoptose des 

lignées de cellules de cancer de la prostate lors de l'utilisation d'agents chimiothérapeutiques 

utilisés en clinique. 

 

 D’autres études ont montré que le Rituximab (anticorps monoclonal dirigé contre le 

marqueur CD20 des lymphocytes B) prescrit dans le traitement des lymphomes non 

hodgkiniens et dans le traitement des cancers qui concernent les lymphocytes B (Huhn et al., 

2001), entraîne l’expression de PEBP qui provoque une diminution de la prolifération 

cellulaire et de l’induction de l’apoptose en agissant sur les voies de transduction du signal 

MAP-Kinases et NF-B (Jazirehi et al., 2004). Par contre, le mécanisme qui permet 

l’induction de PEBP est actuellement inconnu. 

 

Aussi, d’autres travaux ont montré que la surexpression de PEBP/RKIP dans les cellules 

cancéreuses de prostate et mélanomes est responsable de l’induction de l’apoptose via le 

récepteur de mort celluaire DR5 appartenant à la famille des récepteurs au TNF (Baritaki et 

al., 2007). Plus récemment, il a été montré que dans les mélanocytes non tumoraux, la forme 

oncogène B-Raf V600E induit l’apoptose des cellules en induisant PEBP. 

 

Tous ces résultats suggèrent que PEBP/RKIP joue le rôle d’inducteur de l’apoptose en 

réponse à des dérégulations au niveau des voies de signalisation ou en présence d’agents 

chimiothérapeutiques via un mécanisme impliquant les voies Raf/MEK/ERK et NF-B. 

RKIP  et HCNP 

La synthèse d’acétylcholine et d’acétylcholine transférase est augmentée d’une manière dose- 

dépendante par l’addition d’extraits solubles d’hippocampe de rat à une culture de neurones 

cholinergiques issus du noyau septal median d’un embryon de 16 jours (Ojika and Appel, 

1984). Cette augmentation est due à un peptide  acétylé de 11 acides aminés le HCNP 

(Hippocampal Cholinergic neuropeptide) purifié à partir de l’hippocampe de jeunes rats dont 

la structure est la suivante : acetyl-Ala-Ala-Asp-Ile-Ser-Gln-Trp-Ala-Gly-Pro-Leu (Ojika et 
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al., 1992).  La forme non acetylée est également présente dans l’hippocampe et possède aussi 

une activité biologique (Ojika et al., 1995). 

 

Cette stimulation de l’activité cholinergique est en fonction de l’âge ; les valeurs les plus 

faibles sont obtenues par les extraits hippocampaux des rats les plus vieux (12 mois).  Le 

HCNP pourrait donc être un facteur neurotrophique lors du développement de l’hippocampe 

et il pourrait jouer un rôle important pour la mémoire et l'apprentissage. D’ailleurs, le HCNP 

s’accumule dans les corps de Hirano au niveau de l’hippocampe. Les corps de Hirano sont des 

inclusions éosinophiles filamenteuses paracristallines présentes surtout dans les dendrites et 

péricaryons des neurones des personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer et de certaines 

autres maladies neuro-dégénératives. 

 

Le précurseur de ce peptide est La PEBP-1. En général, le clivage de protéines précurseur se 

fait sur les sites contenant des acides aminés basiques par divers protéases (Viereck and 

Beinfeld, 1992). Dans d’autres cas, certains peptide bioactive ne possèdent pas de résidus 

d’acides aminés basiques sur leur site de clivage comme indique par exemple la séquence de 

la PEBP).  Dans ces cas, le clivage se fait à l’aide de chymotrypsin-like proteases (Docherty 

and Steiner, 1982). En 1996, Ojika et Otsuka ont montré que le clivage de La PEBP pour 

donner le HCNP est réalisé par une enzyme spécifique de 68 KDa dont son activité est 

maximale à pH 6 (Ojika et al., 1996). 

 

HCNP et PEBP se trouvent dans plusieurs tissus que ce soient des tissus neuronaux ou non. 

Leurs expressions diminuent avec l’âge, et leurs fonctions diffèrent selon le tissu dans lequel 

elles sont exprimées. Les deux protéines sont présentes dans la matrice des granules 

sécrétoires des cellules chromaffines bovines de la médullo-surrénale. Ces cellules dérivent de 

la crête neurale embryonnaire. Quand le nerf splanchnique est stimulé, Elles relarguent  en 

même temps que les catécholamines un mélange complexe de protéines et de peptides, 

directement dans le sang. Vu le rôle des catécholamines dans la physiologie cardiaque, les 

chercheurs ont vérifié si le HCNP et la PEBP possèdaient aussi des effets sur la physiologie 

cardiaque. Ils ont pu montrer que le HCNP agit avec un effet inotropique négatif sur un cœur 

de grenouille isolé et perfusé. Il diminue la contractilité à une gamme de concentration de 10
-

11
 à 10

-7
. De plus, ce peptide était capable d’inhiber totalement et à une concentration de 10

-10
 

les effets d’isoprotérénol, un agoniste ß-adrénergique. Ainsi Goumon a suggéré que PEBP et 
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HCNP peuvent être considérés comme des facteurs endocrines impliqués dans la physiologie 

cardiaque (Goumon et al., 2004). 

RKIP et la maladie d’Alzheimer (AD) 

La maladie d’Alzheimer est l’une des maladies neuro-dégénératives les plus communes chez 

l’homme. Les personnes atteintes par cette maladie manifestent une diminution progressive 

des fonctions cognitives. Ceci inclus la perte de mémoire, l’aphasie, l’apraxie et l’agnosie. Il 

s’avère qu’il existe deux types AD : un type qui touche les individus dont l’âge est inferieure 

à 65 (AD-familiale) et l’autre type qui concerne les individus dont l’âge est supérieur à 

65(AD-sporadique ou non-familiale). 

 

L’AD-familiale est lié à une mutation de trois gènes : le gène APP qui code pour un 

précurseur de la protéine amyloïde, le gène PS1 presenilin 1 et le gène presenilin 2. Une 

mutation de APP, PS1 et PS2 est trouvé chez  30% de ces patients. 

Les gènes qui interviennent dans l’AD-non familiale sont encore non identifiés, par contre des 

facteurs de risques comme l’apolipoprotein E (Apoe)  sont connus. Il faut noter que la 

maladie d’Alzheimer est une maladie multifactorielle qui résulte d’une expression altérée de 

plusieurs gènes. 

 

Par hybridation in situ, il a été montré une diminution significative de l’expression d’ARNm 

de PEBP/RKIP  dans le cerveau des patients touchés par l’AD-non familiale (Maki et al., 

2002) et plus précisément dans la région CA1 de l’hippocampe. HCNP et NGF maintiennent 

dans le cerveau un taux élevé d’acétylcholine transférase qui est nécessaire au développement 

des neurones cholinergiques du noyau septal médian. PEBP en tant que précurseur du HCNP, 

affecte énormément cette fonction cholinergique. Un dysfonctionnement de cette activité 

cholinergique est souvent associé avec des troubles de mémoire liés à l’âge, un des 

symptômes caractéristique de la maladie d’Alzheimer. Aussi, sur un modèle murin de la 

maladie d’Alzheimer, la lignée transgénique Tg2576, les chercheurs ont montré une 

corrélation significative entre la formation de plaque beta amyloïde Aβ et la diminution de 

l’expression de RKIP-1. 

 



55 

 

Le Knock-out de PEBP-1 chez la souris, montre une expression ubiquitaire de cette protéine 

dans les formations limbiques surtout au niveau des noyaux olfactifs, de l’aire préoptique, de 

l’hippocampe, des noyaux hypothalamiques, des amygdales, et du neocortex. 

Ces mêmes souris âgées de quatre mois souffrent de problèmes d’apprentissage et d’un déficit 

olfactif. Un déclin dans la perception olfactive est aussi une caractéristique des patients 

atteints d’AD (Solomon et al., 1998) et le test de discrimination olfactif permet  de distinguer 

entre les patients atteints d’AD et les individus non atteints mais déprimés chez qui le sens 

olfactif est moins troublé.  

 

 

Figure 8. Expression de RKIP dans le cerveau de souris (Theroux et al., 2007). 

 On voit l’expression en bleu du gène reporteur β-geo sur des coupes de cerveau de 

souris de 5 mois. Nos réultats (Article 5) conviennent avec ce qui est presenté par ces 

expériences. 

 

RKIP et diabète  

Le diabète est une maladie, qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment 

d’insuline (type I) ou que l’organisme ne répond pas correctement à l’insuline qu’il produit 

(type II). Les cellules bêta constituent l’un des types cellulaires du pancréas et sont 

responsables de la sécrétion de l’insuline. En 2004,  Zhang et al, ont montré que RKIP est 

exprimée dans les îlots de Langerhans du pancréas et colocalisée avec les cellules 

productrices d’insuline et du polypeptide pancréatique PP (peptide de régulation).  

La même équipe a montré aussi que RKIP est moins exprimée dans les insulinomes humains 

et inhibe la prolifération de la lignée de cellules bêta. Ces données suggèrent que RKIP a un 

rôle dans la régulation et de prolifération au sein des îlots pancréatiques. 
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Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la prolifération et la 

différentiation des cellules bêta pourrait conduire à de nouvelles stratégies pour le traitement 

du diabète (Zhang et al., 2004). 

 

Les OTLF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) sont des rats qui développent le diabète de 

type II juste soixante semaines après leur naissance. Ils constituent le modèle-type pour 

étudier le diabète II (mauvaise réponse à l’insuline par l’organisme). Le traitement de ces rats 

par le fenofibrate (320 mg/kg), un agoniste de PPARaugmente la sensibilité de l’insuline 

dans les tissus périphériques. Par spectrométrie de masse, la PEBP/RKIP a été identifiée 

parmi les protéines qui étaient différentiellement exprimées. Comme on a vu précédemment, 

RKIP est connu pour son rôle inhibiteur de la voie ERK par interaction directe avec Raf-1-

kinase. En effet, dans le cas d’un diabète, ERK est activée par les cytokines, ce qui augmente 

la résistance à l’insuline. Donc on peut penser que RKIP peut avoir un rôle dans le contrôle de 

la sensibilité à l’insuline et du métabolisme lipidique (Hahm et al., 2010). 

 

RKIP  dans le règne végétal 

Les PEBP/RKIP des plantes jouent un rôle très important dans leur architecture, plus 

particulièrement au niveau de leur inflorescence. L’inflorescence est la disposition des fleurs 

sur la tige d’une plante à fleur. On distingue deux types d’inflorescence : indéfinie et définie, 

selon que l’axe principal de l’inflorescence est déterminé par un bourgeon ou une fleur.  Ce 

phénomène a été étudié par mutation de gènes appartenant à la famille des PEBP : TFL1 

(TERMINAL FLOWER1) chez Arabidopsis thaliana, CEN (CENTRORADIALIS) chez 

Antirrhinum centroradialis (gueule de loup) et SELF PRUNING chez Lycopersicon 

esculentum (tomate). Plus tard, avec le séquençage entier du génome du riz et les EST 

d’autres espèces agronomiques, plusieurs analyses phylogénomiques ont été faites afin 

d’obtenir un aperçu de l’histoire évolutive de la famille des PEBP et éventuellement en 

déduire des possibles conservations des fonctions à partir des modèles in silico. 

 

Chez A. thaliana, le méristème végétatif se caractérise par des métamères très courts et la 

transition à l’état d’inflorescence se traduit par un allongement de la tige. Un réseau complexe 

de voies de signalisation contrôle la transition florale du méristème végétatif apical vers  l’état 

reproducteur ou méristème floral. Deux gènes principaux le FT (Flowering Locus T) et TFL1 

(Terminal Flower1) avec quatre autres le TSF (Twin sister of FT), BFT (Brother of FT and  
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TFL1), ATC (Arabidopsis thaliana Centrodialis homologue) et le MFT (Mother of FT and 

TFL1) forment la famille de PEBP chez Arabidopsis. FT et TFL1 agissent au niveau des 

promoteurs intervenant dans la formation des fleurs AP1 par une interaction physique directe 

avec le facteur de transcription FD qui fait partie de la famille des bZIP (basic Leucine Zipper 

Protein) et qui est fortement exprimé au niveau du méristème apicale de la plante. 

 

 

Figure 9. Modèle d’interaction du FD avec FT et TFL1. 

 

TFL1 et FT présentent de fortes similitudes et ont des effets opposés sur l’inflorescence : FT 

induit l’inflorescence tandis que TFL1 la réprime. La région impliquée dans cette différence 

d’activité consiste en un segment de 14 résidus qui a beaucoup évolué chez les orthologues de  

TFL1 mais qui reste très conservé chez les orthologues de FT. Les structures cristallines des 

protéines recombinantes produites en E.coli, montrent que ce segment forme une boucle 

externe de conformation variable (résidu 128-145) et que la différence d’activité est due à un 

résidu sur la boucle de TFL1 qui forme une liaison hydrogène avec un autre résidu près de 

l’entrée d’une poche potentielle de ligand : His88 chez TFL1 et Tyr85 chez FT (Ahn et al., 

2006). 

 

FT ne joue pas seulement un rôle dans l’inflorescence mais aussi dans la dormance et dans 

l’éclosion des bourgeons. Des études récentes montrent que la protéine codée par FT est 

transporté des feuilles vers l’apex à travers le phloème. En effet, la surexpression de 

CONSTANS (CO), activateur de FT, spécialement exprimé dans le phloème, permet 
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également une surexpression de FT. Cette dernière est suffisante pour induire une floraison 

précoce, suggérant que FT est capable de traverser du système vasculaire jusqu’au système 

apical (Wigge, 2011). FT serait donc une hormone des feuilles interagissant directement avec 

un facteur de transcription FD au niveau du méristème apical. Ce mécanisme s’apparente à 

celui des stéroïdes bien que la structure de FT soit probablement différente. 

 

 Le gène SP (Self Pruning) homologue de TFL1/FT et CEN est responsable de l’alternance de 

phases végétatives et reproductives chez la tomate qui est une plante sympodiale. Chez le type 

sauvage, le méristème apical se limite à une inflorescence tandis que la croissance se poursuit 

par un méristème latéral. Ce dernier répète à son tour le même processus. L’ensemble de ces 

méristèmes multiples obtenus constitue la tige, contrairement à Arabidopsis et Antirrhinum 

qui sont des plantes  monopodiales, c'est-à-dire provenant d’un même méristème. Chez le 

mutant sp (la proline 76 est substituée par une leucine) ou lors de la suppression du gène par 

un ARN anti-sens, le nombre de feuilles diminue progressivement au niveau de l’unité 

sympodiale au fur et à mesure du vieillissement de la plante (trois, puis deux, puis une)  et 

finalement sa pousse se termine par deux inflorescences successives. Le mutant ne modifie 

pas l’architecture globale de la plante sympodiale mais présente plutôt une rupture de la 

régularité des cycles d’alternance des phases végétatives et reproductives. 
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Figure 10. FT transporté par le phloème des feuilles au méristème apical où il interagit 

directement avec le facteur de transcription FD (Wigge 2011 modifié). 

 

Contrairement aux mutants de SP, les mutants de CEN chez Antirrhinum centroradialis ont 

un phénotype remarquable car l’architecture de la plante est totalement modifiée. La plante 

est plus petite et plus touffue car la croissance de sa tige s’arrête prématurément. 

L’inflorescence indéterminée est convertie en inflorescence déterminée où le méristème 

apicale est transformé en fleur (Bradley et al., 1996). 

 

Des homologues de FT appartenant donc à la famille des PEBP, ont été décrits aussi chez le 

riz. Lorsque ces gènes sont inactivés, la plante ne fleurit jamais. Le riz, à l’opposé 

d’Arabidopsis, est une plante à jour court ou  nyctipériodique qui ne fleurit que si la durée de 

la phase lumineuse au cours d’une journée est inférieure à un seuil critique.  

Cette caractéristique est directement reliée à l’expression du gène FT du riz, le Hda3, qui est 

peu exprimé pendant les jours longs, et qui est en revanche très exprimé pendant les jours 

courts. Le Hd1, l’homologue chez le riz de CO d’Arabidopsis, active l’expression de FT du 

riz pendant les jours courts, et le réprime pendant les jours longs (Hayama et al., 2003). 
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Les protéines de la famille des PEBP jouent donc des rôles centraux dans la régulation du 

développement et de la reproduction des plantes selon des mécanismes inconnus chez les 

animaux. 

 

La PEBP/RKIP a conquis notre attention vu les roles importants qu’elle peut jouer et le fait 

d’avoir un anticorps par hazard  qui reconnait cette protéine sous son état reduit et non réduit, 

nous avons décidé de la purifier de la fraction testiculaire bovine là où on l’a trouvé par 

abondance. Une fois purifiée, nous avons décidé de faire des anticorps anti-PEBP spécifique  

(de titre plus important que l’anticorps de départ). Cet anticorps va nous servir pour 

développer un dosage de PEBP sensible qui sera décrit pour la première fois. 
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Les objectifs 

 

 

On ne connait que les gènes gpa2 et gpb5 et n’ont été décrites que les propriétés de GPA2 et 

de GPB5 recombinantes artificiellement associées de manière covalente. Les protéines 
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naturelles n’ont jamais était décrites jusqu'à nos jours, et puisque ces gènes on été conservé au 

cours de l’évolution on estime que leurs produits doivent jouer des rôles primordiaux et 

comme GPB5 ne possède pas de ceinture de sécurité (dans la région C-terminale) 

contrairement aux sous-unités β des hormones glycoprotéiques. Ainsi, nous pensions que 

contrairement à ce qui a été publié par d’autres, GPA2 et GPB5 ne forment pas  

d’hétérodimères mais  joueraient des rôles distincts. Afin d’étudier leur dimerisation (ou non) 

et pour arriver aux produits naturels une démarche a été suivie et se résume en gros par les 

points suivants : 

1. Déterminer où et quand les produits GPA2 et GPB5 de ces gènes sont synthétisés chez 

notre modèle le bos taurus. 

2.  Produire et purifier les GPA2 et GPB5 recombinantes et en caractériser la portion 

glycoprotéique. 

3. Déterminer si elles forment un dimère stable (analogie avec les  +  des hormones 

glycoprotéiques). 

4. Produire et caractériser des anticorps anti-peptides de GPA2 et GPB5 bovins. 

5. Purifier les GPA2 et GPB5 naturelles et en caractériser la nature protéique ou 

glycoprotéique. 

6. Déterminer les rôles biologiques respectifs de GPA2 et GPB5 (si pas de dimère) ou 

communs (si dimère). 

7.  Etudier si GPA2 et/ou GPB5 possèdent une activité PDI comme les gonadotropines. 

L’obtention inattendue d’un anticorps contre une PEBP dont les rôles sont essentiellement 

connus au travers d’expérimentations d’invalidation ou de surexpression de leurs gènes chez 

différentes espèces, nous a permis de saisir cette opportunité pour nous intéresser  à la 

protéine elle-même : à sa purification, ses propriété physicochimiques, son dosage et 

envisager pour l’avenir l’étude de ses relations structure-activités. 
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Résultats 
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Nos résultats vont être présentés ci-après sous forme de cinq articles dont deux sont publiés et 

trois encore en préparation.  

 

Les trois premiers articles concernent la famille des hormones glycoprotéiques (GPH) : 

1. Tout d’abord une étude de la stabilité de la structure quaternaire des LHs et FSHs de 

trois espèces en exergue des questions que pose la structure des GPA2 et GPB5 

(hétérodimérisation ou non ?) (Article en préparation). 

2. Ensuite une étude de l’activité de la PDI hépatique bovine et de sa sensibilité à divers 

perturbateurs endocriniens pour tenir compte du fait que LH et FSH possèdent une 

activité PDI et que nous souhaiterions à l’avenir déterminer si GPA2 et/ou GPB5 

possèdent une telle activité (Article publié). 

3. Enfin dans cette partie, nous présenterons nos résultats sur le clonage des ADNc des 

GPA2 et GPB5 bovines qui sont le préalable à l’expression des protéines 

recombinantes et à l’étude de leur structure (hétérodimérique ou non ?) en vue de la 

production d’anticorps qui permettront le suivi des GPA2 et GPB5 naturelles pour leur 

purification (Article en préparation). 

 

Les deux derniers articles concernent la PEBP (RKIP) sur laquelle nous sommes tombés par 

hasard et à laquelle nous nous sommes intéressés pendant la troisième année de ma thèse : 

4. Tout d’abord une mise au point d’une purification originale de la PEBP testiculaire 

bovine, et de l’ubiquitine et la caractérisation de ces deux protéines (Article publié). 

5. Ensuite la production d’anticorps dirigés contre la PEBP ainsi purifiée et leur 

utilisation pour la mise au point d’un EIA et la recherche tissulaire de la PEBP par 

immunohistochimie (Article en préparation). 

 

Pour chacun des articles, une courte introduction est proposée afin de montrer l’articulation de 

chacun d’eux avec l’ensemble du travail. 
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Article 1 - Differential thermal stability of human, 

bovine and ovine Follicle-Stimulating Hormone (FSH) 

and Luteinizing Hormone (LH) quaternary structures  

(In preparation) 

Ce travail a été effectué pour mieux comprendre les gonadotropines bovines et leurs 

structures. En effet, La FSH bovine a été toujours difficile à purifier, nous avons alors décidé 

de purifier de la FSH bovine à partir d’une précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium 

d’un broyat d’hypophyse bovine. Les résultats obtenus nous montrent des quantités faibles de 

FSH bovines dans les fractions  P50 et P80 hypophysaires. Pour mieux comprendre ce 

rendement faible, on s’est intéressé à etudier la structure quaternaire de la FSH bovine. 

 

En étudiant la structure quaternaire de FSH chez différents espèces (humaine, bovine et 

ovine), on a pu montrer en se basant sur la technique d’Elisa sandwich en utilisant des 

anticorps spécifiques de la sous-unité α et de la sous-unité β que les gonadotropines bovines 

possèdent certaine fragilité structurale par rapport aux autres espèces étudiées. Ainsi la FSH 

bovine possède une température de dissociation inferieure à 60°C.Par contre, les autres FSH 

testés humaines et ovines, leurs températures de dissociation se situent entre 68-74°C. En 

même temps on s’est retrouvé avec une FSH ovine qui résiste à la dissociation à 93°C. 
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Differential thermal stability of human, bovine and 

ovine Follicle-Stimulating Hormone (FSH) and 

Luteinizing Hormone (LH) quaternary structures 

Maya HAJ HASSAN, Claire CAHOREAU, François LECOMPTE, Danièle KLETT and 

Yves COMBARNOUS 

 

 

Abstract 

 

Quaternary structure of human, bovine and ovine Follicle-Stimulating Hormones (hFSH, 

bFSH and oFSH) and Luteinizing Hormone was assessed in sandwich ELISAs using either a 

monoclonal anti-oFSH antiserum or an anti-LH antiserum for capture and a biotinylated 

anti-hFSH (4 epitope) for detection. Neither free  or  subunits gave any signal in this 

assay so that it was possible to measure the residual heterodimeric fraction after thermal 

treatment of the three FSHs under study. The hormones were submitted to 5-min heating 

between 37 and 90°C before rapid cooling in melting ice before ELISA. The data showed 

half-dissociation of natural and recombinant human and ovine FSH preparations between 68-

74°C whereas bovine FSH preparations exhibited much lower stability with half-dissociation 

below 60°C. The FSH and LH from the same species exhibited identical stability of their 

quaternary structure confirming the similarity of their inter-subunit interfaces. Moreover 

whereas all human and bovine as well as most ovine FSH preparations were fully dissociated 

at temperatures above 80°C, one natural ovine FSH preparation contained a large fraction that 

resisted to dissociation at 93°C. This suggests the existence of FSH  heterodimer with 

covalently linked subunits in ovine pituitary. The chemical nature of this inter-subunit bond 

remains to be determined. 
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1.Introduction 

Glycoprotein hormones (Luteinizing Hormone LH, Follicle-Stimulating Hormone FSH, 

Chorionic Gonadotropin CG and Thyroid-Stimulating Hormone TSH) are comprised of two 

dissimilar, non-covalently bound glycoproteic subunits, named   and  (Pierce and Parsons, 

1981).  The -subunit is common to all of them and it is encoded by an unique gene whereas 

-subunits are different and confer hormonal specificity to each  heterodimer 

(Combarnous, 1992). The 1:1 association of  and  subunits is mandatory for the expression 

of hormonal activity and the conformational stability of the heterodimers is thus of particular 

interest. 

In a previous work, we have shown that short-term incubation of glycoprotein hormones at 

various temperatures and measurement of residual dimer by micro-HPLC or SDS-PAGE or 

sandwich ELISA provide similar values as microcalorimetry for the measurement of their 

conformational stability. Compared to physico-chemical techniques (HPLC and SDS-PAGE), 

sandwich ELISA allows to determine this parameter using hormones that are not highly 

purified thanks to the high specificity of the antibodies towards the  and  subunits 

respectively. 

In the present work, the short-term thermal stability of FSH and LH from human, bovine and 

ovine species was studied and compared to our previous data concerning the equine 

gonadotropins eLH and eCG as well as hCG (Legardinier et al).  

 

 

2. Materials and Methods 

Hormones :  

oFSH RP1and oFSH RP2 (NIH, NICDD), oFSH VAL (our lab),  

bFSH NIH I2 (NIH), bFSH phe-III, bFSH CY1131, bFSH CY1132-Ia, bFSH CY2672-III, 

bFSH CY2683-I and bFSH CY2683-II (our lab) 

hFSH  xx (Ferring), hFSH I3, hFSH SIAFP-1 and rec hFSH NIH (Parlow) 

pFSH xx (Beckers, Univ Liège, Bel) 

eFSH CY1368  

oLH CYxxxx (our lab) 

bLH  ?? 

hLH ?? 
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Incubation  

Heat treatments were performed in 50µl in PBS buffer pH7.4 at a concentration of  in 200µl-

PCR tubes (fourniss) that were incubated in a water bath at fixed temperatures between 37 

and 93°C. These temperatures were measured in parallel by one graduated alcohol 

thermometer and one electronic thermometer ( ). After 5 minutes of incubation at the desired 

temperature, the tubes were immediately plunged in melting ice. For the sake of comparison, 

different hormones were incubated in parallell. 

 

Antibodies and ELISA   

Monoclonal anti-oFSH (refs) was kindly provided by Dr Keith Henderson and Jenny Juengel 

(AgResearch, NZ); anti-oLH was ...  Monoclonal anti-hFSH MCA1026 directed against the 

4 epitope (refs Dirnhoffer, Berger) was purchased from Serotec ( ). Its biotinylation was 

performed either by NHS coupling on lysine residues or by xx coupling on  sugar moiety after 

their mild performic oxidation (ref). The latter is preferable as there is no risk of modifying 

amino acid residues belonging to the paratope. 

The specific anti-oFSH (1/10000?) and anti-oLH (1/10000?) antisera were used for coating of 

Maxisorb microtiter plate (Nunc, Denmark) wells overnight at 4°C in 100µl carbonate buffer 

pH 9.6. All wells were subsequently overcoated with 150µl assay buffer containing 2mg/ml 

BSA in PBS-tween. After elimination of the buffer, 100 µl of the media to be assayed, diluted 

in PBS-tween-BSA were introduced in wells in triplicate and incubated for 1h at room 

temperature. After 4 washings with 150µl PBS-tween, the detection step was performed.  

For detection, the biotinylated anti-hFSH specific for the 4 epitope present in the common 

-subunit of glycoprotein hormones from numerous species was used in all assays. It was 

used at a concentration of xxx and incubated for 1h at room temperature. 

Finally, Neutravidin-Horseradish peroxidase conjugate (ref) was used before peroxidase 

activity measurement with 100µl TMB (KPL). After 20 min, the absorbance of each well at 

450nm and 660nm was detected after acidification of the medium with 50µl 0.2N H2SO4.   
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3.Results 

 

Characterization of the assays 

Specificity (species, dimer vs subunits) and sensitivity 

 

Validation of the assay for dissociation measurement 

Assay with known amounts of heterodimers and subunits :  slopes as a function of 

heterodimer 

 

Measurement of  heterodimers dissociation  

FSHs 

LHs 

 

 

4. Discussion 

The sandwich ELISAs described here allow to measure the concentration of heterodimeric 

FSH and LH from various species and are insensitive to free uncombined  and  subunits 

from these hormones. These assays were thus useful to follow the heat stability of 

gonadotropins quaternary structure.  

The heterodimeric structure of ovine and human gonadotropins were found to be resistant to 

short-term heating above 70°C whereas bovine FSH quaternary structure was found to be 

largely less stable. 

A fraction of one of our ovine FSH preparation was found to be resistant to temperatures 

above 90°C. At the hormone concentration used which is below the equilibrium Kd, 

recombination of subunits upon cooling after heating is impossible. As it is unlikely that the 

gonadotropins preserve their folding above 80°C, it can be concluded that the fraction 

withstanding very high temperature does refold upon cooling and the reformation of the 

heterodimeric molecule is possible only if the subunits are covalently linked so that low 

concentration has no impact.  

For the moment, we do not know the chemical nature of the intersubunit link (SS bridge, 

pseudo-peptide bond between a Lys and Glu or Asp residue ?). Also we don’t know whether 

this bond is natural or formed during the extraction and purification steps of the hormone. If it 



70 

 

is natural, it would be interesting to study the quantitative importance of this fraction and its 

specific biological role. 
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Article 2 - Potentiation of the reductase activity of 

protein disulfide isomerase (PDI) by 19-nortestoterone, 

bacitracin, fluoxetine, and ammonium sulfate 

(Published) 

La PDI est une protéine chaperonne possédant une activité oxydoréductase/isomérase. Elle est 

principalement localisée dans le réticulum endoplasmique et assiste aux repliements des 

protéines néo-synthétisées par la formation ou le déplacement correct des ponts disulfures. 

Elle a été découverte par Anfinsen et son groupe qui ont conclu qu’elle améliore le taux de 

réactivation de la ribonucléase réduite, protéine contenant 4 ponts disulfures nécessaire à son 

activité. La PDI n’a pas contribué à l’oxydation de la ribonucléase réduite mais elle a accéléré 

la formation correcte des ponts disulfures. Ceci a été contrôlé par la reprise de l’activité 

enzymatique de la ribonucléase.  

 

La PDI se retrouve an abondance chez tous les eucaryotes. Elle est codée par une famille 

multigéniques. Elle est formé approximativement de 490 acides aminés et possède un poids 

moléculaire de 56 KDa à peu près. La séquence d’ADN de l’enzyme nous a informé qu’elle 

contient deux segments présentant une homologie avec la thiorédoxine ; une petite protéine 

ubiquiste (12 KDa) qui catalyse la réduction des ponts disulfures des protéines (Holmgren 

1985). Ces segments homologues, désignés A et A ', contenant le site actif -Cys-Gly-His-Cys-

. Deux autres régions, b et b 'ont également une homologie limitée l’une à l'autre. 

 

En 1982, Robillard et Konings ont suggéré que les échanges « dithiol/disulfure »pourraient 

jouer un rôle dans l’activation des récepteurs. Les réactions d’oxydo-réduction entre ligands et 

récepteurs ont été décrites dans les systèmes d’insuline (Clark and Harrison, 1985), de 

prolactine (Yamada and Donner, 1985) de prostaglandines (Peterson et al., 1988) et de 

catécholamines. La recherche dans les séquences d’acides aminés des hormones 

glycoprotéiques a montré une homologie entre la sous-unité β et le site actif de la 
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thiorédoxine. Une séquence similaire existe aussi chez la sous-unité β de FSH. Il s’agit d’un 

tétrapeptide  -Cys-Gly-Pro-Cys-. 

Tableau 1. Homologie entre les sous-unités β et l’activité thioredoxine. 

Thiorédoxine -Try-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys 

PDI -Try-Cys-Gly-His-Cys-Lys 

LHβ -His-Cys-Gly-Pro-Cys-Arg 

FSHβ -His-Cys-Gly-Lys-Cys-Asp 

  

Ainsi, la thiorédoxine possède une activité PDI. Elle est capable de catalyser la réactivation de 

la ribonucléase réduite et dénaturé (rRNase) et la « Scrambled Rnase » qui contient des ponts 

disulfures incorrectement établies.  Il est de même pour les gonadotropines, il a été montré 

qu’elles possedent une forte activité PDI (Grasso et al., 1991, Chew et al., 1995, Boniface and 

Reichert, 1990). Cette activité est moins forte que la PDI en soi mais plus importante que 

l’activité de la thiorédoxine. En effet, la réactivation de la rRNase par des concentrations 

différentes de LH et de FSH, montre une relation directe entre la concentration de l’hormone 

et le taux de repliements rRNase. En plus, une fois que LH est chauffée à 70°C pendant 15 

minutes, son activité thioredoxine diminue nettement (>80%) ce qui indique que l’activité 

dépend de l’intégrité structurale de l’hormone. L’activité thioredoxine des gonadotropines 

peut jouer alors un rôle important dans l’association de leurs deux sous-unités, surtout que la 

sequence qui ressemble à la thiorédoxine se trouve adjacentes à « la boucle de détérmination » 

de la ceinture de sécurité qui porte certainement l’essentiel de la spécificité biologique du 

dimère selon Ward et Moore (Ward et Moore, 1979). 

 

Dans un travail récent du laboratoire (Klett et al, 2010), il avait été  montré que les œstrogènes 

(l’éthynylestradiol et le bisphénol-A) ainsi que l’indométhacine exercent une inhibition tandis 

que le medroxyprogestéroneacétate  et le nortéstostérone exercent une potentialisation de 

l’activité réductase  de la PDI. Dans l’article présenté et afin d’obtenir une meilleur 

compréhension des propriétés des ligands qui sont responsable soit de l’inhibition ou de 

l’augmentation de l’activité réductase de la PDI, nous avons réalisé des tests avec divers 

molécules autres que celles identifiées en 2010. En utilisant le même substrat le « Di-eosin-

oxidized Gluthathion » (DiE-GSSG), trois autres molécules, la bacitracine, la fluoxetine, et le 

sulfate d’ammonium montrent une augmentation de l’activité réductase de la PDI. 
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Article 3 - Identification and cloning of bovine 

Glycoprotein Hormone β and α subunits-related 

molecules: GPB5 and GPA2 (In preparation) 

 

Dans ce présent article, nous décrivons en premier, l’isolement et le clonage des ADNc de 

GPA2 et de GPB5 bovines à partir de l’hypophyse et du testicule respectivement. L’isolement 

des gènes fait intervenir plusieurs étapes telles que l’extraction des ARNm, la synthèse d’un 

ADN complémentaire, l’obtention d’une grande quantité d’ADNc par PCR (Polymerase chain 

reaction) en utilisant des amorces spécifiques et le clonage du gène dans un vecteur telque le 

pGEM-T-Easy. Ce dernier est introduit dans des bactéries. Les bactéries ainsi transformées 

sont sélectionnées par la résistance à un antibiotique conférée par le plasmide. Puisqu’on a 

obtenu l’ADNc de la GPB5 en premier et puisque la molecule s’avere etre plus immunogènes, 

on a fait faire des anticorps géniques chez la souris. On possedait aussi des anticorps anti-

peptides qui sont fait chez la poule. On a essayé de chercher les protéines naturelles à partir 

des extraits testiculaires bovins mais aucun des anticorps n’a marché…(voir l’article 4) 

Dans la deuxième partie, nous décrivons le sous-clonage des fragments d’ADNc déjà isolé 

dans vecteurs d’expression. Dans ce but, nous extrayons l’ADNc de son plasmide d’origine 

(le pGEM-T-Easy), puis nous modifions les séquences bordant ce gène par PCR. Ceci nous 

permet de créer des sites de restriction enzymatique qui seront nécessaires à extraire de 

nouveau l’ADNc modifié pour être enfin sous-cloné dans des plasmides d’expression p119 ou 

p119-His.   

 

(Pour plus de détails, voir matériels et méthodes). 
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Identification and cloning bovine Glycoprotein Hormone -and α 

subunits-related molecules: GPB5 & GPA2 

Maya HAJ HASSAN*, Eva ALVAREZ*, Danièle KLETT, Yves COMBARNOUS and 

Claire CAHOREAU
#
 

* co-authers 

#
 correspendant author 

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Centre National de la Recherche Scientifique 

(CNRS), Unit « Physiologie de la Reproduction et des Comportements »,  37380 Nouzilly (France) 

Abstract  

GPB5 and GPA2 are the paralogs of the glycoprotein hormone (GPH) β and α subunits that 

are expressed in all vertebrate and most invertebrate species, in contrast to the GPHs α- and β-

subunits that are expressed only in vertebrates. Their biological role(s) and quaternary 

structure are still a matter of debate. In the present report we studied the mRNA expression 

profile of GPA2 and GPB5 in different bovine tissues and described the identification and the 

cloning of bovine gphb5 and gpha2 from testis and pituitary gland respectively. We also 

constructed expression vectors with and without a His-Tag in order to be used to produce 

recombinant proteins in baculovirus-insect cells Sf9.  

 

1. Introduction 

The glycoprotein hormones (GPHs), Luteinizing Hormone (LH), Follicle-Stimulating 

Hormone (FSH), Thyroid Stimulating Hormone (TSH) and Choriogonadotropins (CGs) are 

found only in vertebrates and consist of non-covalently associated α- and β-subunits(Pierce 

and Parsons, 1981, Combarnous, 1992, Puett, 1986). The α-subunits are common to all GPHs 

and are encoded by a unique gene in each species. By contrast, the β-subunits (LHβ, FSHβ, 

TSHβ and CGβ) are encoded by distinct genes and determine the functional specificity of 

each αβ heterodimer. 

Two genes, gpa2 and gpb5, related to the GPH α- and β-subunit genes respectively, have 

recently been evidenced in human (Nakabayashi et al., 2002) and mouse and subsequently in 

most metazoans, in contrast to the GPH subunit genes which are only present in vertebrates. 

Indeed gpha2 and gphb5 genes were found in almost all available invertebrate genomes 

studied so far (Sudo et al., 2005, Hsu et al., 2002, Dos Santos et al., 2009b) except 
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hymenopteras (Hauser et al., 2010). The two novel molecules share the conserved cysteine 

residue arrangement found in α (GPA1) and β-subunits respectively(Alvarez et al., 2009, 

Avsian-Kretchmer and Hsueh, 2004), and were named GPA2 and GPB5 based on the 

chronological order of discovery. GPB5 and β subunits retain the structural characteristics of 

the common ancestor of β subunit family proteins and could represent the ancient form of 

glycoprotein hormone β subunit family genes. 

2. Materials and methods 

RNA extraction and Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

RNA Was extracted from bovine testis using RNA isolation kit (Macherey, Nagel) as 

described in the manufacturer’s suggested protocol. Buffers were supplied in the 

corresponding kit. For RT-PCR, 1 µg RNA, 1 µL oligo (dT)12-18 (500 µg/mL) and 0.5 mM 

dNTP (each) were heated at 65°C for 5 min, cooled rapidly, and then added to 20 units 

RNaseOUT Recombinant Ribonuclease inhibitor (Invitrogen) , 10 mM  DTT (Invitrogen) and 

4 µL of a 5X first strand buffer (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2). 

Mixture was incubated at 37°C for 2 min, before adding 200 units moloney murine leukaemia 

virus reverse transcription (M-MLV RT) (Invitrogen), and incubated for additional 50 min. 

M-MLV RT was inactivated at 70°C for 15 min. The generated cDNA was amplified by PCR 

otherwise stored at -20°C. 

 

cDNA amplification by PCR with specific primers 

The amino acid sequences deduced from putative gpa2 and gpb5 bovine nucleotide sequences 

were used to design specific probes that were purchased from Eurogentec. The reaction 

mixture for PCR contained 200 ng of cDNA as template, 0,2 mM dNTPs (each), 2mM 

MgSO4, 0,6 mM primers (each), 1 unit/25 µL of Platinum taq polymerase (Interchim) in 

appropriate buffer.  The PCR program was as follow: initial denaturation at 94°C for 2 min, 

30 cycles of denaturation at 94°C for 10 s, annealing at 58°C for 30 s, and elongation at 68°C 

for 1 min, and at the end further elongation at 68°C for 7 min and cooling at 4°C till used.  

 

Cloning Procedure 

The PCR products were directly melting-agarose gel-extracted and ligated to pGEM-T-easy 

(Promega) according to the manufacturer’s protocol. The ligation mixture was transformed 

into E.coli DH5α competent cells. Ampicillin (100 µg/mL) resistant clones were obtained. 

Colonies from positive clones were picked up and grown and plasmids DNA were isolated 
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using miniprep kit (Macherey-Nagel) according to the manufacter’s protocol. Plasmids DNA 

were tested for the correct insert by restriction digestion, and then were verified by 

sequencing. The verified plasmids DNA were used as a template with corresponding primers 

to create enzymatic restriction sites BglII, HindIII, BamHI with the same PCR program 

indicated above. The PCR product was cloned again into pGEM-T-Easy vector. 

Tableau 1. Sequences of primers used for RT-PCR cloning of GPA2 and GPB5 cDNA. 

Primers Sequence Used for 

gpa2 F 5’GCCCATGGCGTCCCCCCAAAC 3’ 

R 5’CTAGTAGCGCGAGAGGCGACAC 3’ 

Amplifying the 

complete sequence 
gpb5 F 5’GCTGGTGTACCTTTTTCTTGGC 3’ 

R 5’CAGATGGTCTCACACTCCGTG 3’ 

BamHI-gpa2-HindIII F 5’GCGGGATCCCGAATGCCCATG 3’ 

R 5’GCGAATTCACTAAAGCTTCTAGTAG3’ 
Creating enzyme 

restriction sites to 

insert cDNA in 

p119 vector 

BglII- gpb5- HindIII F 5’GCGAAAGATCTAGATGAGGCTGGTGTAC3’ 

R 5’GCGGGAATTAAGCTTGATGGTCTCACAC3’ 

BamHI-gpa2-HindIII-Stop F 5’GCGGGATCCCGAATGCCCATG 3’ 

R 3’GAATTCACTAGTGAAGCTTGTAGC 3’ 
Creating enzyme 

restriction sites to 

insert cDNA in 

p119-His vector 

BglII- gpb5- Hind III-Stop F 5’GCGAAAGATCTAGATGAGGCTGGTGTAC3 

R 5’GCGGGAAAAGCTTCAGATGGTCTCACAC 3’ 

Subcloning of the modified cDNA in order to construct expression vectors 

Plasmids with added enzyme restriction sites were digested with both BglII and HindIII and 

ligated into p119 or p119-His vector that had previously been digested with both same 

enzymes. The ligation product was then transformed into DH5α-competent cells. The 

obtained plasmids were tested for the correct insert by restriction digestion.  

 

Electrophoresis and Western Blot 

Proteins were separated by SDS-PAGE in reducing and non-reducing conditions on 15% 

polyacrylamide gels and were electroblotted onto nitrocellulose membranes at 150 V for 80 

minutes at room temperature using a Tris-Glycine-Ethanol buffer. Transfer was confirmed by 

reversible staining with Ponceau S. Blots were blocked with 1X TBS, 0.05% (v/v) Tween 20, 

5% (w/v) milk for 30 minutes, and probed with the anti-GPB5Bt antibody (1:10 000) for 24 

hours at 4°C, then washed thrice in 1X TBS, 0.05%, Tween 20 for 10 seconds each followed 

by three 10 minute washes. Blots were incubated with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG 

(1:100 000) for 1 hour and again washed thrice in 1X TBS, 0.05% (v/v) Tween 20 for 10 

seconds each followed by three 10 minutes washes. Detection of bound antibody was 

achieved by enhanced chemiluminescence (ECL Amersham). 
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Hybridation in situ 

The RNA probe is synthesized in vitro in the presence of digoxigenin-substituted 

nucleotide,dig-UTP using the linearized full cloned cDNA as DNA template (Roche, 

Cat.No.11277073910).  

3. Results  

Isolation of bovine GPA2 and GPB5 cDNA 

Based on the amino acid sequences of human GPA2 (Accession NP_570125) and GPB5 

(Accession AAM53261), homologous sequences were found in Genbank of the bovine GPA2 

(Accession XM_002699336/ XP_002699382) and GPB5 (Accession no. XM_002691028/ 

XP_002691074) using the Blast search program. 

 

The bovine gpb5 gene is located on chromosome 10, and is composed of two exons  

(204 bp, 189 bp) separated by a large intron that spans over 3423 base pairs. It encodes a 

predicted protein of 130 amino acids including a signal peptide of 20 amino acids and a 

theoretical molecular weight of 14,24 KDa with one potential conserved N-glycosylation site 

(Fig.1). while bovine gpa2 is located on chromosome 29, and it is made of 3 exons (103 bp, 

185 bp, 102 bp) intersected by 2 introns of 160 bp and 111 bp and encoded a predicted protein 

of 129 amino acids with a theoretical molecular weight of 13,97 KDa with two potential N-

glycosylation sites (Fig.1). 

 

To confirm the predicted sequences of bovine GPA2 and GPB5, RT-PCR technique was 

carried with the help of specific primers that flank the Start and the Stop codons from 

template derived from adult bovine RNA extracted from testis. Full-length clones were 

isolated from bovine testis. DNA sequence analysis revealed that they contain a continuous 

opening reading frame and it is made of 393 bp for gpb5 and 390 for gpa2. As PCR cannot 

discriminate between cDNA targets synthesized by reverse transcription and genomic DNA 

contamination, extracted genomic DNA was used in PCR to control genomic contamination. 

(Fig.2).  
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Expression profile of GPA2/GPB5 mRNA in bovine tissues 

RNA was extracted from a panel of different tissues from 6 months – one year bovines 

(pituitary gland, hypothalamus, testis, ovary, retina, colon, Intestin, rumen, mesenteric 

ganglion, lungs, spleen, thymus, and kidney).Corresponding cDNA were obtained and used as 

a template for PCR with specific primers in order to characterize the expression profile of 

GPA2 and GPB5 transcripts in these different bovine tissues. Analyses of the tissue 

distribution showed that gpa2 exhibits a wider distribution than gpb5 whose expression was 

restricted to testis. For each sample, β-actin was used as an internal control (Fig.3). 

 

Figure 1. Deduced protein sequence of bovine GPB5 (accession no. XP_002691074) and 

bovine GPA2 (accession no. XP_002699382). 

Putative N-glycosylation residue is highlighted by a shaded background.  

The N-terminal signal peptide for secretion is indicated by underlined double arrowheads. 
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Figure 3. Distribution of gpa2 in bovine tissues. 

 

                                                    

Figure 2. Amplification of bovine GPB5 and GPA2 cDNA by PCR. Bovine testis total 

RNA was isolated according to the kit protocol. RT-PCR reactions were performed using 

MMLV and 1 µg RNA. PCR reactions were performed with specific primers. 10 µL of each 

reaction was electrophoresed on a 1.5% agarose gel and stained just before visualization by 

UV with EtBr 

Lane 1  GPA2 cDNA (390 bp) 

Lane 2  Genomic DNA used as control (661 bp = 390 (exons) + 271 (introns)) 

Lane 3  DNA ladder 

Lane 4  GPB5 cDNA (395 bp) 

Lane 5 Genomic DNA used as control (3816 bp = 393 (exons) + 3423 ( intron)) 

 gpa2 primers                           gpb5 primers 

O
v

ar
y
 

P
it

u
it

ar
y

 

H
y

p
o

th
al

am
u

s 

R
et

in
a
 

C
o

lo
n

 

In
te

st
in

 

M
es

en
te

ri
c 

g
an

g
li

o
n

 

In
te

st
in

e 

R
u

m
en

 

L
u

n
g
 

S
p

le
en

 

L
iv

er
 

K
id

n
ey

 

T
h

y
m

u
s 

T
h

y
ro

id
 

o
v

id
u

ct
 

T
es

ti
s 

N
eg

at
iv

e 
co

n
tr

o
l 

    

  
g
p

a
2
  
  
  
 β

-a
ct

in
  
  

  
  



87 

 

 

 

Construction of enzyme restriction sites to facilitate ligation of cDNA to similarly cut 

expression vectors 

Recombinant DNA can easily be formed when DNA is cut with the same enzyme 

combination that cut the vector. As the expression vectors used in this study contains BglII 

and HindIII as single restriction sites, we studied the possibility to create the same restriction 

sites on gpa2 and gpb5 cloned cDNA. The sequence of gpb5 does not contain BglII neither 

HindIII restriction sites but gpa2 contains a single site for BglII. So for gpa2 cDNA, we had 

to create a BamHI restriction site that produces compatible sticky ends with BglII. BamHI and 

BglII generate different but compatible ends. These restriction sites BglII/BamHI and HindIII, 

were designed in the structure of primers, and they flank gpa2 and gpb5 cDNA from the Start 

codon till the Stop codon as shown example in figure 4 (Fig.4).The same technique was used 

to create corresponding enzyme restriction sites to obtain cDNA suitable to be inserted in 

tagged expression vectors (See Table 1. for primers).  . 

 

                     

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCCCATGGCGTCCCCCCAAACCCTGCTCCTCTGC

CTGCTGCTCCTGGCGGTCACTGAAGGCCAGAGTCAACAGGCTGCCATCCCAGGCTGCTACTTGCACCC

CTTCAACGTGACGGTGCGAAGTGACCGCCAAGGCACCTGCCAGGGCTCCCATGTGGCACAGGCCTGTG

TGGGCCACTGCGAGTCCAGCGCCTTCCCTTCCCGGTACTCCGTGCTGGTGGCCAGTGGTTATCGACAT

AACATCACCTCCGTGTCTCAGTGCTGTACCATCAGCAGCCTGAGGAAGGTGAAGGTACAGCTGCATTG

TGGGGGGAACCGGAAGGAGGAGCTGGAGATCTTCACGGCCAGGGCCTGCCAGTGTGACATGTGTCGCC

TCTCGCGCTACTAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCC 

        

 

 

Figure 4. Enzymes restriction sites included in primers structure. T7 and SP6 are the 

RNA polymerase promoters of the pGEM-T-Easy vector, they are flanking a multiple cloning 

site (MCS) that contains multiple restriction sites that release the insert by simple digestion 

with a single restriction enzymes as EcoRI (GAATTC shown in blue). Constructions of 

enzyme restriction sites will facilitate ligation of cloned gpa2 cDNA to similarly cut p119 

expression vector.  

 

SP6 

T7 

GCGGGATCCCGAATGCCCATG 

BamHI Start 

   GATGATCTTCGAAATCACTTAAGCG 

Stop HindIII 
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Western Blot and antibodies  

As we found that mRNA of GPA2 and GPB5 were expressed both in testis, we decided to 

look in this tissue for natural proteins.  It was precipitated by ammonium sulfate to fractionate 

proteins. Fractions were dialyzed, lyophilized and then an aliquot of each fraction was diluted 

in Laemmli’s 4 X buffer under non-reducing and reducing conditions. Samples were heated or 

not for 10 min at 100 ◦C and electrophoresed in 15% SDS-PAGE and transferred to 

nitrocellulose membrane. The membranes were tested with two different kinds of antibodies: 

the first was a chicken anti-peptide anti-GPB5 (Interchim) and the second one was a mouse 

anti-GPB5 genomic antibody made with our gpb5 cDNA sequence (Interchim). Unfortunately 

no specific staining was obtained with the antibodies. 

 

Hybridation in situ 

To locate which cells express gpa2 or and gpb5, we checked the expression of mRNA in 

bovine testis using RNA probes. No staining was observed. 

 

4- Discussion 

When seeking the genome databases, GPA2 and GPB5 were found in almost all invertebrates 

and vertebrates. This evolutionary analysis indicates that GPA2 and GPB5 are the ancestors 

of the gonadal and thyroid glycoprotein hormones. They may have appeared in the early 

Cambrian period. GPA2 and GPB5 as alpha and beta subunits of glycoprotein hormones, 

belong to the cystine-knot superfamilly, a family that also contains other members like 

transforming growth factors TGF , Bone morphogenetic proteins BMP and their antagonists, 

inhibins, Mullerian inhibiting substance, platelet derived growth factors PDGFs, the Norrie 

disease gene product NDP as well as the von Willebrand factor vWf… 

 

As the common alpha subunits forms noncovalent heterodimers with the various beta 

subunits, GPA2 and GPB5 were proposed to act as a heterodimer that was called 

thyrostimulin (Nakabayashi et al., 2002) . Because GPA2 and GPB5 co-localise in the rat and 

human anterior pituitary and rat’s ovaries where the TSH receptor is known to be expressed, a 

paracrine role of thyrostimulin was suggested(Aghajanova et al., 2009, Nakabayashi et al., 
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2002, Prummel et al., 2000). However, the putative biological role for the heterodimer in vivo 

is still a matter of debate. 

 

In fact, neither the structure of GPA2 and GPB5 (Alvarez et al., 2009) nor their tissue 

distribution and their expression levels (Dos Santos et al., 2009a, Okajima et al., 2008, Sudo 

et al., 2005) support the proposition of forming an heterodimer. 

 

In order to study the possibility or not of obtaining a stable heterodimer as it is the case in the 

αβ heterodimer, we started by isolating and cloning of GPA2 and GPB5 cDNA from bovine 

testis. Using specific primers that flank the start and the stop codons let us obtain cDNA for 

the entire gene. The analysis of this cDNA shows one conserved potential N-linked 

glycosylation site (N-X-T/S) in gpb5 and two sites in gpa2. The sequence analysis of these 

clones showed that their cDNA sequences were found to be identical to the ones previously 

reported (XM_002699336 and XM_002691028).  

We shown by RT-PCR that gpa2 was expressed in a large tissue number whereas gpb5 was 

restricted to tissue. We should mention that other PCR amplification (Nested-PCR) could be 

interesting to explore in order to see if we could detect gpb5 in other tissues. This kind of 

expression was not new, the mRNA levels of GPA2 was 200 times higher than those of GPB5 

in both human and rat tissues (Nagasaki et al., 2006). 

PCR analyses may not detect a mRNA if it is expressed in a few selective cells, so we 

performed in situ hybridization (ISH) studies on adult bovine testis. We were unable to detect 

neither GPA2 nor GPB5 mRNA. These experiments are to renew in making new probes (only 

one pair of primer was tested for each product) and trying different incubation conditions. 

As we found by PCR that the testis was the organ that expressed mRNA of GPA2 and GPB5, 

we looked for the natural proteins by using two different antibodies anti-GPB5. 

Unfortunately, the only staining we got was not specific as we determined by mass 

spectrometry the identity of the protein.   

Later, we construct appropriate plasmids for expression in baculovirus-insect cell system. 

Therefore, we generated two recombinant baculoviruses encoding bovine GPA2 and GPB5, 

respectively, in an attempt to co-express both proteins in insect cells (Data not published). 
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Further studies will have to address the physiological roles of these proteins and their 

interaction with each other if possible. 
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Article 4 - Straighforward isolation of phosphatidyl-

ethanolamine-binding protein-1 (PEBP-1) and ubiquitin 

from bovine testis by hydrophobic-interaction 

chromatography (HIC) (Published) 

En cherchant la GPB5 bovine dans les différentes fractions testiculaires obtenues par 

précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium avec l’anticorps anti-peptide anti-GPB5, on 

a obtenu un signal de 22 KDa à peu près dans la fraction S80. La détermination de l’identité 

de cette protéine a été réalisée par spectrométrie de masse. La protéine est identifiée comme la 

phosphatidyl-ethanolamine-binding protein (PEBP) et non la GPB5. Cette protéine s’est 

révélé très intéressante vu les rôles qu’elle joue au niveau physiologiques (Reproduction, 

cancer, diabète…) et au niveau moléculaires (inhibe les voies de signalisations MAPK et 

NFκB…). Comme on n’avait pas d’autres outils pour chercher la GPB5 naturelle et qu’en 

parallèle on avait beaucoup de problèmes dans l’expression de la GPB5 recombinante, on a 

décidé de travailler un peu plus sur cette PEBP.  

 

Ainsi dans cet article, on a développé une technique de purification rapide de la PEBP dans 

des conditions originales ; la fraction soluble S80 (3,2 M en sulfate d’ammonium) dans 

laquelle on a détecté la PEBP, a été chargée directement sur une colonne de phenylsépharose 

équilibré avec la même concentration de sulfate d’ammonium. Ensuite, les protéines sont 

éluées en diminuant la concentration des sels (1 ,0.5 et 0.2 et 0 M sulfate d’ammonium dans 

de l’hydrogénocarbonate d’ammonium) et en augmentant la concentration d’un solvant moins 

polaire que l’eau (50% Ethylène Glycol). On a pu ainsi purifier la PEBP testiculaire bovine 

avec une autre protéine l’ubiquitine, on a aussi comparé la PEBP purifiée avec la PEBP 

recombinante faite chez E.coli. 
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Article 5 - Immunodetection of RKIP/PEBP by 

Enzyme-ImmunoAssay (EIA) and 

Immunohistochemistry (IHC) (In preparation) 

 

L’anticorps anti-PEBP de poule est spécifique, il reconnait la PEBP recombinante, il donne 

des résultats pareils aux résultats  déjà publiés en immunohistochimie, mais son titre était 

faible.  L’obtention de la PEBP testiculaire purifiée nous a permis de développer des 

nouveaux anticorps faits chez le lapin de titre plus importants. Ces deux anticorps sont 

utilisées pour développer des Elisa (sanduich et compétition) pour essayer des chercher la 

PEBP dans différents tissus chez divers espèces en se basant sur la sensibilité de l’Elisa et sur 

le fait que la PEBP est bien conservée depuis les bactéries, les plantes jusqu’aux animaux. 

 

Dans ce papier en cours de préparation, on expose les différents résultats obtenus en 

immunohistochimie et en immunofluorescence avec les conditions de l’Elisa développé.  
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Immunodetection of RKIP/PEBP by Enzyme-ImmunoAssay 

(EIA) and Immunohistochemistry (IHC) 

 

Maya HAJ HASSAN, Mélanie VOSGES, Matthieu KELLER, Danièle KLETT, 

Claire CAHOREAU & Yves COMBARNOUS 

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), Centre National de la Recherche 

Scientifique (CNRS), Unit « Physiologie de la Reproduction et des Comportements »,  

37380 Nouzilly (France) 

 

Abstract 

Bovine Phosphatidyl-Ethanolamine Binding Protein (PEBP-1 or RKIP) isolated as we 

previously described was used as an immunogen for the production of antisera in two rabbits. 

These antisera were used to set-up a competitive EIA and to detect PEBP/RKIP by IHC in 

various tissues. 

This competitive EIA was found to detect bovine PEBP/RKIP with a threshold of 60 ng/ml 

and an ED50 of 500 ng/ml. It was also found to detect PEBPs in other species such as mouse, 

human, chicken, xenopus) but not in invertebrates (amphioxus, oyster) or a plant (Pervenche). 

PEBP/RKIP was detected by immunohistochemistry (IHC) in bovine blastocysts and testis, in 

mouse and zebrafish brain as well as at the surface of bovine and porcine spermatozoa. 

 

1. Introduction 

Phosphatidyl-Ethanolamine Binding Protein (PEBP) has been named after its ability to bind 

phosphatidyl-ethanolamine (Bernier and Jolles, 1984) but it has also been shown to bind 

various other molecules such as morphine-6-glucuronide (Goumon et al., 2006, Atmanene et 

al., 2009), fructose, phosphodiesterase inhibitors (Dadvar et al., 2009) and various nucleotide 

derivatives such as FMN, ATP, GTP (Bucquoy et al., 1994). The 3D-structure and dynamics 

of its pocket has been studied in order to identify new ligands (Shemon et al., 2010) that could 

permit to control its activities for therapeutical applications (Granovsky et al., 2009). Indeed, 

a large variety of functions relating to growth and differentiation have been ascribed to 

members of the Phosphatidyl-Ethanolamine Binding Protein (PEBP) family.  

PEBP-1 is often named Raf Kinase Inhibitory Protein (RKIP) as it has been shown to inhibit 
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the interaction between Raf and MEK and therefore inhibits the MAPK (ERK) signalling 

pathway (Rosner, 2007, Yeung et al., 2000, Shin et al., 2009). 

 

RKIP/PEBP has also been shown to regulate the NFκB signaling cascade and exogenously 

expressed RKIP can associate with NIK and TAK1 and inhibit TNFα and IL-1β activation of 

NFkB (Yeung et al., 2001, Tang et al., 2010, Nikolov et al., 2009). When phosphorylated by 

protein kinase C, RKIP/PEBP no longer inhibits the MAPK pathway but inhibits GPCR-

Kinase (GRK) activity (Lorenz et al., 2003, Ribas et al., 2007, Huang et al., 2007). 

RKIP/PEBP has also been reported to inhibit serine proteases, namely thrombin, neuropsin 

and chymotrypsin, although it shares no homology to any of the known families of serine 

protease inhibitors (Hengst et al., 2001, Chen et al., 2006, Mima et al., 2005, Palmieri et al., 

2009).  

 

PEBP-1 also promotes human keratinocyte differentiation and is induced during dendritic cell 

and macrophage differentiation (Tsao et al., 2009). RKIP/PEBP can also potentiate apoptosis 

induced by chemotherapeutic agents in breast (Li et al., 2009) and prostate cancer cells (Fu et 

al., 2003, Chatterjee et al., 2004). More recently, overexpressed RKIP was shown to inhibit 

Yin Yang 1 (YY1) expression in prostate and melanoma tumor cells, leading to induction of 

the DR5 death receptor and sensitizing the cells to TRAIL-mediated apoptosis (Odabaei et al., 

2004, Bonavida and Baritaki, 2011).  

 

In addition, RKIP/PEBP has been shown to be associated to the spermatozoa acrosome 

membrane and has been found to play a role in the capacitation process (Gibbons et al., 2005, 

Moffit et al., 2007). Amino acids 2-12 of RKIP/PEBP are identical to the hippocampal 

cholinergic neurostimulatory peptide (HCNP) that stimulates acetylcholine synthesis in rat 

septal nuclei (Ojika et al., 2000) and an enzyme capable of cleaving PEBP to form HCNP has 

been detected in rat hippocampi. RKIP/PEBP has also been found associated with plaques 

from Alzheimer’s patients : there was a significant correlation between decreased PEBP and 

accumulation of Abeta plaque in Tg2576 mice (George et al., 2006). In spite of its numerous 

roles, the KO of mouse PEBP/RKIP was not lethal, and the phenotypes observed were 

relatively modest (Moffit et al., 2007, Theroux et al., 2007).  
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Most data obtained so far are obtained by inhibition or overexpression of the RKIP/PEBP 

gene but only a few concerns the protein itself. In order to gain information concerning the 

concentration variations of the RKIP/PEBP protein in physiological and physiopathological 

conditions, we produced specific antisera and set-up specific EIA and IHC. 

  

2. Materials and Methods 

2.1. EIA 

RKIP/PEBP from bovine testis was purified as previously described (Haj Hassan et al., 2011). 

Eight hundred eighty micrograms of this material were used for immunization of two rabbits 

at Eurogentech (Liège, Belgium) using a 28-day fast protocol. The two antisera were diluted 

v/v with glycerol for long-term conservation at -20°C. For convenience, part of the sera were 

diluted 1/100 in glycerol/phosphate buffer v/v and also conserved at -20°C. This diluted stock 

solution was used for the extemporaneous preparation of assay dilutions.  

A two-ml fraction of the two antisera was used to isolate their γG fraction by protein G 

affinity chromatography. Part of this γG fraction was biotinylated using biotin/γG ratios of 6 

and 30 respectively. These biotinylated γG fractions were added with glycerol (v/v) for long 

term stable conservation at -20°C.  

The conditions selected for the competitive EIA were the following. 

 

 

The conditions selected for the sandwich EIA were the following.  

 

2.2. IHC 

Tissue preparation 

Testis were cut into small pieces (1x2 cm with a flat and smooth cutting surface) and fixed for 

24 hours with freshly prepared 4% RNase-free paraformaldehyde. Pieces were dehydrated 

first in 50% ethanol in water (2 x 30 minutes), then immersed in 70% ethanol in water (2 

hours), followed by 90%(1hour), 95% (1 hour) and 100% (3 x 20 minutes) solutions. Pieces 

were then immersed in a mixed of butanol-ethanol (v/v) for one hour before immersion in 

pure butanol overnight at 4°C. The second day, the samples were immersed in butanol for 2 

hours, in butanol-paraffin preheated overnight for 3 hours at 56°C, in paraffin for 3 hours at 

56°C and in paraffin overnight at 56°C. The material was embedded in paraffin wax. The 
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sections were cut at 5 µm with a microtome at room temperature. Superfrost slides were used 

to prevent detaching of tissue. The slides were dried at 37°c for 24 hours. 

 

Sperm cell preparation 

Frozen bovine (12 x 10
6
/mL) and porcine (800 x 10

6
/mL) spermatozoa were thawed at 35°C 

and 37°C respectively for 30 seconds. Motile spermatozoa were obtained by centrifugation 

through a discontinuous Percoll (Amersham, pharmacia Biotech, Orsay, France) gradient 45% 

and 90%. Sperm cells were collected at the bottom of the 90% fraction and washed in 6 mL 

PBS 1X (Dubelcco) for bovine spermatozoa and in 4 mL Beltsville Thawing Solution (BTS) 

(Cobiporc, Saint Gilles, France) by centrifugation at 100 g for 10 minutes. Heparine and 

caffeine were used to capacitate bovine and porcine spermatozoa respectively. 

For experiments, the pelleted spermatozoa were fixed on slides by centrifugation at 150 x g 

for 5 minutes high acceleration on a cytospin (Shandon, England). This method permits to 

obtain a monolayer of cells on slides while maintaining cellular integrity. Slides were fixed 

with freshly prepared 4% RNase-free paraformaldehyde.  

 

Mice and zebrafish brain frozen sections 

Immunostaining of PEBP on mice and zebrafish brain were performed respectively by 

Mathieu Keller (INRA, Nouzilly, France) and Melanie Vosges (Ineris, Paris, France). 

 

Immunohistochemistry Protocol 

Slides were deparaffinized for 2 times in toluene for 3 min each, rehydrated twice in 100% 

Ethanol for 3 minutes each and then in 95%, 70%, 50% ethanol for 3 minutes. They were 

washed in PBS 1X for 2 minutes.  The tissue peroxidase activity was inhibited by incubation 

for 15 minutes in 0.3% (v/v) hydrogen peroxide in PBS. Sections were washed again in PBS-

0.1% (v/v) Tween for 5 minutes. Finally, an additional washing step in PBS-0.1% (v/v) 

Tween- 0.1% (v/v) Triton X100 for 5 minutes is required to permeabilize the section. Non-

specific antibody binding was blocked with 2% (w/v) BSA in PBS for one hour. The tissue 

sections were incubated with the primary antibody anti-PEBP (1/1000) overnight AT 4°C. 

Sections were washed for 3 times in PBS – 0.1% (v/v) Tween for 10 minutes each and 

incubated with the HRP donckey anti-chiken IgY for 1 hour (1/1000). Sections were washed 

3 times in PBS-0.1% (v/v) Tween for 10 minutes. The reaction was developed in 

chromogenic diaminobenzidine DAB revelation system (Dako, France). Sections were finally 
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washed in water to stop the DAB reaction, counterstained in hematoxylin, dehydrated and 

mounted in depex (VWR, England). All incubations were carried out at room temperature 

unless otherwise indicated. In case of use of an Alexa Fluor 547 or 477-conjugated donckey 

anti-chicken IgY (1/1000, Interchim) as a secondary antibody, sections were conterstaind in 

DAPI and mounted in fluoromount-G (SouthernBiotech). The same immunochemistry 

protocol was used for spermatozoa and frozen sections except that the first steps of 

deparaffinization and hydratation were omitted. To control the specificity of the staining, 

sections were processed without the primary antibody, or when the primary antibody was 

preabsorbed with the purified PEBP, or with the pre-immune serum when provided. 

 

3. Results 

3.1.IEA 

 

Figure 1. Western Blot obtained with rabbit anti-PEBP (1/10000). Horseradish peroxidase 

anti-rabbit antibodies was used as secondary antibodies (1/100000, one hour room 

temperature) and chemiluminescent eCL 20 min exposure. Lane 1:Low Molecular Weight 

markers (MW) are indicated in kDa. Lane 2: P50 testicular fraction. Lane 3: human 

spermatozoa extraction. Lane 4 : Chicken liver extraction. Lane 5: Chicken testis extraction. 

Lane 6 : Oyster extraction. Lane 7 : Catharanthus roseus (Plant) extraction. 

 

3.2. IHC 

Immunolocalisation of PEBP in young bovine Testes 

Staining was detected in the apical compartment of the seminefrous tubules (stage IV) 

precisely in elongated spermatids and residual bodies on section of young bovine testes .It 

was stage dependent staining. The omission of the primary antibody served as negative 

control (Fig.1) but when the bovine testicular PEBP was purified and to confirm the positive 

PEBP staining found in seminefrous tubules, an antigen blocking assay was performed. As 

shown in figure 2, PEPB staining was completely abolished when the antibody was 

preabosrbed with the purified PEBP showing the specificity of the antibody used. (Fig.2) 
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Figure 1. Immunolocalisation of PEBP in young bovine testes, using an anti-PEBP 

antiserum. 
A- Intense staining was detected in elongated stage IV. 

C- No staining in stage X on the same section.B, D- Negative control. 

B A 

D C 

  E F 
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E - Section of yong testis incubated with PEBP antibody. 

F - Control section of young testis probed with anti-PEBP preabsorbed with purified PEBP.  

 

Immunolocalisation of PEBP in bovine and porcine spermatozoa 

 

Two conditions were evaluated; capacitated and non capacitated spermtozoa. 

Immunochemical results showed, first that PEBP is located on the acrosomal region and the 

post-acrosomal region at the junction of the head and the mid piece and on some parts of the 

flagellum in both bovine and porcine spermatozoa and, secondly, that the intensity of the 

signal is capacitation state dependent. The signal was stronger in uncapacitated spermatozoa 

especially on the acrosomal cap. To control the specificity of the staining, sections were 

processed without the primary antibody (Fig.3) 

 
Figure 3. Immunolocalisation of PEBP on bovine and porcine spermatozoa in both 

conditions noncapacitated and experimentally capacitated.the intensity f staining was 

capacitation state-dependent and was observed in both the head and the flagellum. The red bar 

represents 5 µM.  

 

Immunolocalisation of PEBP in bovine blastocysts 

Blastocystes from different developmental stages were used for immunocytochemistry, some 

for the staining with the anti-PEBP and others as a control. PEBP was detected in the whole 

embryo included the inner cell mass (ICM) and the zona pellucid (Fig.4). 
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Figure 4. Localization of PEBP in an expanded bovine blastocyst viewed under 

fluorescent microscopy at 200X. 

A - DAPI staining to visualize the nuclei.  

B - PEBP staining in the whole embryo even zona pellucida.  

C - DAPI staining on control blastocyst.  

D - PEBP-Staining is not visible in the control embryo. 

 

Immunolocalisation of PEBP in adult zebrafish brain by immunofluorescence 

PEBP immunostaining was faint in the prosencephalon (forebrain), more intense in the 

mesencephalon (midbrain) and very important in the rhombencephalon (hindbrain). At the 

forebrain, immunoreactive cells were detected in the glomerular layer of olfactory bulb and 

the ventral forebrain. The glomerular layer is the most superficial layer, consisting of mitral 

cell dendritic arborizations (glomeruli), olfactory nerve fibers, and periglomerular cells. 

 

 

Figure 5. Shematic representation of PEBP  distribution on sagittal meridional section 

of adult zebrafish with one micrograph of the optic tectum. PEBP is represented in red.  

OB, olfactory bulbs; Tel, telencephal; OC, optic chiasm  ; OTe, optic tectum ; Hyp, 

hypothalamus; Cb, cerebellum ; CC, crista cerebellaris; LVII facial lobe l; LX, vagal lobe; 

MO, medulla oblongata ; Sp, spinal cord. 
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At the optic chiasm few immunoreactive extensions were observed. A layer of 

immunoreactive cells was also observed in the ventral region of the hypothalamus. At the 

midbrain, cells and immunoreactive extensions are highlighted on the surface of optic tectum. 

More posteriorly, numerous immunoreactive cells were observed in the ventral region of the 

hindbrain. Immunoreactive extensions are highlighted at the crista cerebellar, facial lobe and 

vagal lobe. Finally, intense staining was observed on fibers in the myelencephalon (medulla 

oblongata) that extends to the spinal cord (Fig. 5). 

 

Immunolocalisation of PEBP in mouse brain by immunofluorescence 

 

 

Figure 7. Schematic representation of PEBP distribution on coronal section of adult 

mouce brain with some micrographs. 

 

As we can see from the schematic representation, PEBP is well distributed in lane 2 and  

lane 5 of the cortex; it continues also to be present in the Piriform cortex, in the hypothalamic 

region, the thalamus and the hippocampal regions. No immunostaining was observed with 

negative controls. 

 

4. Discussion  

During spermatogenesis, spermatozoa undergo extensive cellular and membrane remodeling 

mainly in the epididyms of the male including significant modifications in lipid composition, 

depletion of phosphatidylcholine, and phosphatidylethanolamine, and alterations in the 

proportions of fatty acids in spermatozoa. These changes also continue during the capacitation 

processes in the female reproductive tracts, when the non fertilizing-spermatozoa acquire the 
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capacity to fertilize the oocyte. Once capacitated, the spermatozoa undergo an acrosome 

reaction and loose proteins from the sperm surface. These surface proteins that reversibly 

prevent fertilization are called decapacitation factor (DFs). 

PEBP has been described in mammalian sperm (Frayne et al., 1998) and testicular and 

epididymal fluids (Jones and Brown, 1987, Jones and Hall, 1991). In rodents, RKIP-1 and 

RKIP-2 are expressed at high levels in the seminefrous tubules and elongated spermatids 

(Hickox et al., 2002, Moffit et al., 2007, Saunders et al., 1995), or expressed in all cells of the 

testis (Perry et al., 1994), all depends on the techniques or antisera used. The function of 

PEBP in spermatozoa is unclear, but it has been suggested that it plays a role in membrane 

biogenesis and maintenance: PEBP may be responsible for the transfer of 

phosphatidylethanolamine between domains during reorganization of the plasma membrane 

or in anchoring phosphatidylethanolamine on the surface of the spermatid. In the present 

paper, localization of PEBP was convenient with what has been described before: within the 

bovine testis, PEBP staining was mainly detected in the elongated spermatids, concentrated in 

cytoplasmic droplets then finally resorbed by the Sertolli cells. It was stage dependent 

staining. In the testis, PEBP was also located outside the cells, on bovine and porcine sperm 

plasma membranes where its distribution was mainly on the acrosomal region of the head and 

it was capacitation state-dependent. Gibbons and his group showed that DFs interact with the 

plasma membrane indirectly through specific receptors which they isolated, purified, 

sequenced and finally determined to be RKIP-1. Their work provided the first strong evidence 

for a role of RKIP-1 in mammalian fertility; RKIP-1 is implicated in sperm capacitation 

(Gibbons et al., 2005). In another study, RKIP-1 has been identified as a one of the 

decapacitation factors that are released from the surface of mammalian spermatozoa during 

capacitation in vitro. It was amongst a subset of predominant glycoproteins which appear to 

be elaborated by the epididyms and coat the surface of spermatozoa (Nixon et al., 2006). 

Additional studies are needed to determine whether RKIP-1 acts as a decapacitation receptor 

or as a decapacitation factor. Although RKIP-1 Knockout mice were found to be close to 

normal, Moffit et al, showed that RKIP-1 
-/- 

 were found to be over 90% capacitated compared 

to 50% in the wildtype counterparts. RKIP-1 is important in the process of fertilization and 

acts as a modulator of the sperm surface proprieties (Moffit et al., 2007). 

Localization of the PEBP is not restricted to reproductive tissues but also it has been 

described in neuronal tissues : in oligodendrocytes (Roussel et al., 1988) and Schwann cells 

(Moore et al., 1996) which led again to the hypothesis that PEBP plays a role in the 
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biogenesis and maintenance of membranes, without forgetting that the 

phosphatidylethanolamine is the major phospholipid component of the myelin elaborated by 

these cells. Another possible role of the PEBP is the precursor of a 2-12 amino acids peptide 

that is  identical to the hippocampal cholinergic neurostimulatory peptide (HCNP) that 

stimulates acetylcholine synthesis in rat septal nuclei (Ojika et al., 2000). An enzyme capable 

of cleaving PEBP to form HCNP has been detected in rat hippocampi. RKIP/PEBP has also 

been found associated with plaques from Alzheimer’s patients and may contribute to the 

disease process (George et al., 2006). We used the same antibody to localize PEBP on mice 

and zebrafish brain sections, ubiquitous expression of PEBP was found in the forebrain of 

zebrafish especially in the glomerular layer, in the midbrain and in the hindbrain as 

extensions. While in mice brain, PEBP was observed in cortexes and olfactory nuclei. It was 

interesting to find that PEBP was detected in the olfactory bulbs of zebrafish and mice. In 

drosophila, PEBP orthologs were found in antaennae and olfactory hairs and play a role in 

odorant binding. RKIP-1 knock out mouse display an olfaction deficit that is apparent by 4 

months of age and increases in severity by 5-8 months (Theroux et al., 2007). The decline in 

olfactory perception is one of the prominent features of Alzheimer disease (Solomon et al., 

1998) and RKIP has been implicated in AD (George et al., 2009, Tsugu et al., 1998). 

 

We have studied the PEBP expression at both the tissue level by using western blots and the 

cellular level by immunochemistry in order to shed light on the functions of PEBP. The 

distribution of the PEBP in the whole bovine blastocysts as its apparent location in regions of 

cell growth (testes, developing brain…) and its ability to bind biological membranes 

(spermatozoa), imply that the PEBP may act as a messenger between the cell membrane and 

the cytosol and may be involved in the modification of membrane structures during growth. 

The anti-PEBP used was able to recognize the PEBP in different species, and was useful to 

develop an enzyme-immunoessay that will be a valuable tool to measure the variation of the 

RKIP/PEBP protein concentration in physiological and physiopathological conditions. 
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Technique de biologie moléculaire 

Manipulation des acides nucléiques 

Extraction d’ARN 

Toutes les manipulations ont été effectuées avec des gants et des lunettes de protection. 

Extractions d’ARN totaux avec le kit NUCLEOSPIN® RNA 

Les ARN sont extraits de chaque tissu avec le kit NUCLEOSPIN
®
RNA – MACHEREY-

NAGEL (Cat.No.740955.50). Les tampons utilisés contiennent du thiocyanate de guanidine 

qui désactive la RNase et la DNase par dénaturation. Les tissus (10 à 30 mg) sont broyés dans  

350 µL de tampon RA1 (composition) additionné de  mercaptoéthanol. La viscosité du lysat 

est réduite par filtration après passage sur colonne NucleoSpin 
®
 Filter L. Le lysat est récupéré 

par centrifugation pendant 1 minute à 11 000 g. Trois cent cinquante microlitres d'éthanol 

70% sont mélangés avec le lysat par pipetage. L'application de l'échantillon sur la colonne 

NucleoSpin
®
RNA II fournie par  le kit (par volume successif de 700 L) permet de fixer les 

ARN totaux sur la membrane de silice. L’éluat est éliminé dans le tube collecteur par 

centrifugation de la colonne de 30 secondes à 11 000 g. La colonne est ensuite lavée par 350 

µL de tampon MDB (Membrane Desalting Buffer). Une deuxième centrifugation pendant 1 

minute à 11 000 g est nécessaire pour bien se débarrasser du tampon MDB.  

 

La digestion d’ADN se fait par addition de 95 µL du mixte DNase (10 µL rDNase dans 90 µL 

de tampon rDNase) directement au centre de la membrane. Une incubation de 15 minutes à 

température ambiante est nécessaire. Afin d’inactiver ensuite la rDNase il faut laver la 

colonne avec 200 µL de tampon RA2 (composition) puis la centrifuger pendant 30 s à 11000 

g. Le deuxième lavage se fait par 600 µL de tampon RA3 (composition) après changement du 

tube collecteur. L’éluat est éliminé par centrifugation pendant 30 s à 11000 g. Un dernier 

lavage est réalisé par 250 µL de tampon RA3. La membrane est totalement séchée par 

centrifugation  pendant 2 minutes à 11 000 g. Enfin, les ARN totaux sont élués par 60 L 

d'eau RNase-free après transfert de la colonne dans un nouveau tube de 1,5 mL, nucléase-free, 
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fourni dans le kit et une centrifugation d’une minute à 11 000 g. La quantité d'ARN est 

déterminée par  un spectrophotomètre UV-Visible NanoDrop 1000  (Thermo science). 

Extractions d’ARN totaux au TRIZOL 

Le Trizol (invitrogen) est ajouté immédiatement sur  les morceaux de tissu récupérés de 

l’abattoir sans les décongeler dans un ratio 10 volumes de Trizol pour un volume de tissu.  

Le tout est homogénéisé avec l’Ultra-turax dans des tubes de 12 mL (Greiner bio-one PP-tube 

12 mL Stérile 17,0/77 mm No.184261) jusqu’à homogénéisation totale. Le broyeur est lavé 

dans des bains successifs d’eau et d’alcool entre chaque broyage. La lyse des tissus s’effectue 

pendant 10 minutes sur de la glace. Le surnageant doit être transparent sinon une 

centrifugation est nécessaire pour se débarrasser des débris. Après cette étape, le surnageant 

peut être stocké à -80°C soit précipité directement au chloroforme en vortexant pendant 20 s 

(1 Volume de chloroforme pour 1/5 Volume de Trizol).  

 

On laisse 15 minutes à température ambiante afin d’obtenir la répartition des phases. Une 

centrifugation pendant 15 minutes à 12 000 g à 4°C permet de séparer le mélange en trois 

phases ; une phase inférieure rouge (phase de phénol-Chloroforme), une interphase et une 

phase aqueuse supérieure incolore qui contient exclusivement les ARNs. Le volume de la 

phase aqueuse constitue environ 60% du volume de Trizol utilisé pour l’homogénéisation. La 

phase aqueuse est transférée dans des tubes eppendorf de 1,5 mL pour précipiter l’ARN avec 

de l’isopropanol (1 Volume Trizol pour 1/2 V d’isopropanol). Les tubes sont agités au vortex 

et incubés une nuit à -20°C. 

 

 Le lendemain, le surnageant est éliminé après centrifugation pendant 25 minutes à 12 000 g à 

4°C. Le précipité d’ARN souvent invisible avant centrifugation, forme un culot colloïdal du 

côté du fond du tube. Deux lavages successifs avec de l’éthanol à 75% sont suivis chacun 

d’une centrifugation pendant 10 minutes à 12 000 g à 4°C pour éliminer les sels ayant 

précipités avec l’ARN. Le dernier lavage est réalisé avec de l’éthanol à 100%. Le maximum 

de surnageant est éliminé après centrifugation pendant 10 minutes à 12 000 g à 4°C. L’ARN 

est dissous dans 30 μL d’eau RNase-free après séchage du culot à vide pendant 10 minutes. 

Les ARNtx sont alors conservés à -20°C. La quantité d'ARN est déterminée par  un 

spectrophotomètre UV-Visible NanoDrop 1000  (Thermo science). 
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Synthèse des ADNc 

Transcription inverse des ADNc 

La transcriptase inverse ou RT pour reverse transcriptase) catalyse la synthèse d’un ADN 

complémentaire ou ADNc à partir d’un ARN et nécessite une amorce s’hybridant 

spécifiquement à cet ARN. Les RT sont d’origine virale comme la RT du virus AMV  pour 

Avian Myeloblastosis Virus, du MMLV pour Moloney Murine Leukemia Virus ou du HIV 

Human Immunodeficiency Virus. La transcriptase inverse utilisée pour notre étude est la 

MMLV, Invitrogen Cat.No.28025-013, à 200 U/µL. L’ARN est préalablement chauffé 

pendant 5 à 10 minutes à 65°C. L’extension ou l’élongation se fait à partir de 1 µL d’amorce 

spécifique oligo (dT) qui se lie à la queue poly-A des ARN messagers. Elle se fait en présence 

de 1 µL de dNTP 10 mM et de 1µg d’ARN totaux. Ce mélange est chauffé pendant 5 minutes 

à 65 °C puis rapidement refroidi sur la glace. Ensuite, on ajoute 1 µL de RNasine et 2 µL de 

DTT avec 4 µL de tampon de synthèse 5X du premier brin. Ce mélange est incubé à 37°C 

pendant 2 minutes, puis 1 µL de MMLV RT est mélangé par pipetage. La réaction est 

poursuivie pendant 50 minutes à 37°C. Enfin l’enzyme est inactivée par passage au bain 

marie à 70°C pendant 15 minutes. L’ADNc obtenu est utilisé pour la PCR ou stockés à -20°C 

pour une utilisation ultérieure. 

Amplification par PCR à partir des ADNc 

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique de biologie moléculaire 

permettant d’amplifier plusieurs milliards de fois le nombre de copies d’une séquence 

spécifique d’ADN, même si la quantité initiale est faible. Cette amplification est réalisée 

grâce à une polymérase et aux amorces dessinées qui encadrent la région à amplifier. 

La technique comporte 20 à 35 cycles successifs. Chaque cycle comprend une succession de 

trois phases : i) une phase de dénaturation thermique de l’ADN, ii) une phase d’hybridation 

avec les deux amorces spécifiques, iii) une phase d’extension par l’ADN polymérase à partir 

des amorces. 

Les réactions d’amplification sont effectuées dans un volume final de 25 µL contenant 1 à 2,5 

unités la Platinium
®
 Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), 0,5 µM de chaque 

amorce (Tableau 2), 200 µM de chaque dNTP, 60 mM de Tris pH 8,9, 18 mM de (NH4)2SO4, 

2 mM de MgSO4 et 100 ng d'ADN. 
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Les PCR sont réalisées dans un thermo-cycleur GeneAmp 9700 (Perkin Elmer, Applied 

Biosystems). En début de réaction, une période de 2 minutes à 94°C est réalisée pour libérer 

la Platinum Taq DNA polymérase de l’anticorps qui l’inactive afin de réaliser une "hot start" 

PCR. Vingt à 35 cycles d’amplification sont réalisés à raison de 30 secondes à 94°C pour la 

dénaturation, 30 s à une température inférieure de 5-10°C à la Tm des amorces pour 

l’hybridation et 1 minute par kpb à 68°C pour la polymérisation. De plus, un temps 

supplémentaire de 7 minutes à 72°C est ajouté à la fin de chaque réaction afin de terminer 

l’extension des brins d’ADN. L’amplicon obtenu sera visible macroscopiquement sur un gel 

d’agarose après électrophorèse et coloration (ci-dessous).  

Les premiers couples d’amorces utilisés correspondent à l’amplification de l’actine ou du 

gène protéique ribosomale L19. Ces deux gènes sont considérés comme des gènes de ménage 

(housekeeping genes) appelés aussi gènes constitutifs. Ils sont exprimés d’une façon plus ou 

moins identique dans toutes les cellules d’un organisme, ce qui permet de les utiliser comme 

références pour la quantification relative des ADNc.  

Séparation des fragments d’ADN par électrophorèse 

La taille du produit d’amplification obtenu par PCR est vérifiée sur un gel d’agarose 1 % dans 

du TAE 1% (Tris Acetate 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7.65). Avant d’être déposés sur gel, les 

échantillons sont mélangés avec 0,1V de tampon de charge (composition) contenant du 

bromophénol permettant la visualisation de la migration. Les molécules d’ADN chargées 

négativement migrent dans le champ électrique vers l’anode en se séparant selon leur taille à 

travers les mailles d’agarose. Afin de visualiser les fragments d’ADN après électrophorèse, le 

gel est immergé dans une solution contenant du bromure d’éthidium (BET) à 1μg/μL dans de 

l’eau distillée. Le BET s’intercale entre les bases des acides nucléiques et émet une 

fluorescence rouge orange lorsqu’il est excité à 306 nm. La taille ainsi que la quantité sont 

estimées par comparaison avec un marqueur de taille de type "échelle" de 1kb (Interchim) ou 

de 100 pb (Biolabs). 

Purification des fragments d’ADN à partir d’un gel d’agarose 

La purification des fragments d’ADN est effectuée après séparation des fragments dans un gel 

d’agarose low melting NUSIEVE 
®

 GTG
® agarose-BMA (Cat.No.50081) à 1% dans une cuve 

réfrigérée. L’agarose contenant le fragment d’intérêt est découpé à l’aide d’une lame de 

scalpel et mise dans un tube de 1,5 mL. Ce tube est chauffé pour dissoudre l’agarose à 
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65°Cpendant 5 minutes puis à 37°C pendant 5 minutes avant de l’utiliser pour la ligation dans 

le vecteur pGEM-T-Easy. 

Clonage des produits PCR 

Insertion de l’ADNc dans le pGEM-T-Easy  

Le plasmide pGEM-T Easy  commercialisé par Promega (Cat.No.A1360) est vendu linéarisé. 

Il a la particularité de posséder des bases « T » sortantes permettant un appariement direct 

avec un fragment d'ADN présentant des « A » à ses extrémités et évitent la recircularisation 

du vecteur. Cette technique est appelée « TA cloning ». En effet, la Taq polymérase possède 

une activité terminale transférase qui ajoute des A à l’extremite 3’ des produits de PCR. 

 L’ADN ligase du phage T4 fourni avec le kit  pGEM-T-easy catalyse la liaison entre deux 

molécules d’ADN en formant des liaisons phosphodiesters entre l’extrémité 3’ hydroxyl de 

l’une et l’extrémité 5’ phosphate de l’autre. La ligation est réalisée dans un volume 

réactionnel de 10 µL contenant 1 à 3 µL de produit de PCR récupéré sur gel (ci-dessus), 1 µL 

du vecteur pGEM-T Easy, 5 µL de tampon 2X et 1 µL de T4 DNA ligase. La ligation est 

effectuée à 4°C pendant une nuit, puis le mélange réactionnel est utilisé pour la 

transformation des bactéries DH5α ou des JM83.  

 

Figure 1. Carte et site de multiclonage du vecteur pGEM-T-Easy 
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Bactériologie 

Après clonage du fragment d’ADNc dans un vecteur, il faut intégrer ce vecteur recombinant 

portant l’insert d’ADN exogène dans un micro-organisme comme Escherichia  coli  par 

exemple, afin d’amplifier le gène qu’il contient. Cette intégration se fait par transformation 

génétique, en utilisant des bactéries compétentes.   

Préparation des bactéries compétentes 

Pour les JM83 

Pour obtenir des bactéries compétentes, 100 µL de JM83 déjà compétentes sont incubées dans 

3 mL de LB préchauffé à 37°C pendant 3 à 4 heures. Les bactéries sont étalées sur des boites 

d’agar avec ou sans la streptomycine (200 µg/mL).  Dix microlitres de la solution bactérienne 

sont étalés par boite puis sont laissés une nuit à 37°C. Le lendemain une colonie JM83 bien 

isolée est repiquée pour lancer une pré-culture dans 3 mL de LB. Apres 3 heures de culture à 

37 °C, la DO à 600 nm est mesurée. A partir de 1 mL de pré-culture, une culture de JM83 est 

lancée dans 200 mL de LB préchauffé à 37 °C, 250 RPM, pendant 2h. La DO est mesurée au 

fur et à mesure jusqu’à une DO de 0,375. La culture est arrêtée  sur de la glace, puis transmise 

et incubé 10 min sur glace dans des tubes Nalgene (25 mL/tube). Une centrifugation de 5 

minutes à 1600 g à 4 °C et sans décélération a lieu pour récupérer le culot qui est repris dans 5 

mL de solution froide de PIPES-CaCl2 (CaCl2 60mM, glycérol bi-distillé15%v/v, PIPES 

10mM, pH 7). Une nouvelle centrifugation de 5 minutes à 11 000 g à 4°C est nécessaire pour 

l’apparition des culots en couronne. Ce culot est repris délicatement dans une solution de 

PIPES-CaCl2 et incubés 30 minutes sur la glace. Les bactéries sont finalement centrifugées 5 

minutes à 11 000 g à 4°C,  et repris dans 1 mL/par tube  de PIPES-CaCl2  pour être aliquotées 

(400 µL) dans des eppendorfs et stockées à -80°C. 

 Pour les DH5α 

Les bactéries DH5 sont rendues compétentes par un traitement au CaCl2 afin de faciliter la 

pénétration des molécules d’ADN à travers leur paroi. Les bactéries sont cultivées jusqu’en 

phase exponentielle de croissance (A600 nm = 0,4) dans du milieu LB, puis refroidies sur de 

la glace 5 à 10 minutes avant d’être centrifugées 7 minutes à 16 000 g à 4°C (décélération très 

lente). Le culot bactérien est remis en suspension dans une solution froide et stérile de PIPES-

CaCl2 et centrifugé 5 minutes à 11 000 g à 4°C. Le culot bactérien, en forme de couronne, est 

repris délicatement dans une solution froide de PIPES-CaCl2 et incubés 30 minutes sur la 
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glace. Les bactéries sont centrifugées 5 minutes à 11 000 g à 4°C, repris dans la solution de 

PIPES-CaCl2 et stockées à -80°C. 

Transformation des bactéries 

Après décongélation dans la glace de 100 µL de bactéries compétentes, 10 à 30 µL du produit 

de ligation sont ajoutés. La suspension est incubée dans la glace 20 minutes avant de subir un 

choc thermique de 45 secondes à 42°C suivi de 2 minutes dans la glace. Ce choc thermique 

perméabilise la membrane plasmique momentanément par la formation transitoire de 

micropores. Les bactéries sont ensuite mises en culture pendant 45 minutes à 37°C, sous 

agitation, dans 900 μL de milieu LB sans agent de sélection, puis 100 µL de bactéries sont 

étalées sur boite LB/agar contenant le/ou les agents de sélection.  

    Dans le cas des DH5α, les bactéries transformées sont sélectionnées sur un milieu LB/agar 

(32g/l) (Luria Bertani : peptone 140 10g/l, extrait de levure 5g/l et NaCl 10g/l ; 

Invitrogen) additionné d’ampicilline à 100 µg/mL, de X-Gal à 80 g/mL et IPTG (Isopropyl-

-D-thiogalactopyranoside) à 0,5 mM. Le gène de résistance à l’ampicilline est porté par le 

pGEM-T-easy, ainsi seules les bactéries ayant intégré ce plasmide peuvent pousser sur la 

gélose tandis que le gène LacZ en présence de X-Gal et de l’IPTG permet de différencier  les 

bactéries compétentes ayant intégré le plasmide recombinant de celles ayant intégré un 

plasmide non recombinant. En effet, l’insertion du produit de PCR a lieu dans le gène LacZ 

(β-galactosidase ce qui permet la sélection "blanc/bleu". Rendu non fonctionnel dans le cas 

d’un plasmide recombinant car il est coupé par l’insert, la cellule hôte demeure blanche ; en 

revanche dans le cas d’un plasmide non recombinant, la colonie se colore en bleu.  

Extraction d’ADN plasmidique 

La minipréparation est la technique qui va nous permettre d’extraire une petite quantité (100 

ng à 5 μg) d’ADN plasmidique provenant des bactéries qui ont subie la transformation. Pour 

cela, des colonies bien isolées sur les boites de pétri sont repiquées dans 3 mL de milieu 

liquide LB additionné de 100 µg/mL d’ampicilline et incubées à 37°C pendant une nuit. Deux 

techniques d’extraction d’ADN plasmidique sont utilisées, l’une basée sur la lyse alcaline qui 

dérive de la technique de Birnboim et Doly, en utilisant le kit « Minipreparation», 

MACHEREY-NAGEL Cat. No.740588.250, utilisée pour purifier l’ADN plasmidique et 

l’autre est la technique dite de "boiling" utilisée uniquement pour la sélection des clones 

recombinants. 

 



128 

 

Purification d’ADN plasmidique  avec le kit minipréparation  

Le culot bactérien récupéré après une centrifugation d’1 minute à 11 000 g du mileu LB 

contenant la colonie bactérienne qui a poussé pendant la nuit, est resuspendu dans 250 µL de 

tampon A1 (Tris-HCl 20 mM, EDTA 10mM, pH8, glucose 50 mM). Les bactéries sont 

ensuite lysées par 250 L de tampon A2
 
(NaOH 0,2 N, SDS 1%). Après un maximum de 5 

minutes à température ambiante, l’ADN génomique et les protéines sont précipités par 350 L 

de tampon A3
 
(acétate de sodium 3M, pH 5,5). Le précipité blanc est séparé par centrifugation 

pendant 10 minutes à 11 000 g à température ambiante. Le surnageant contenant l'ADN 

plasmidique, est déposé sur la colonne. Par centrifugation d'une minute à 11 000 g, l'ADN est 

adsorbé sur la membrane de silice. Un premier lavage par le tampon AW (composition) 

préalablement chauffé à 50°C permet de d’inactiver les endonucléases. Après centrifugation 

d’1 minute à 11 000 g, la colonne est lavée avec 600 µL de tampon A4. Afin d’éliminer toute 

trace d’éthanol, deux centrifugations successives ont lieu pendant 1 et 2 minutes à 11 000 g. 

Enfin, l’ADN est élué de la colonne par addition de 50 µL de tampon d’élution EB (10 mM 

Tris-HCl, pH 8,5), puis il est soumis à une centrifugation d’1 minute à 11 000 g. 

Extraction d’ADN plasmidique par "BOILING" 

La culture est centrifugée  à 17 000 g pendant 2 minutes, le culot bactérien obtenu est repris 

dans 500 μL de STET (Saccharose 8%, Tris-HCl 50 mM, EDTA 20 mM, 5% Triton 100X, 

pH 8,0) et incubé 5 minutes à température ambiante. La libération de l’ADN génomique et 

plasmidique se fait par lyse des parois bactériennes en ajoutant 50 μL de lysozyme à 10 

mg/mL. Afin de dénaturer l’ADN bactérien d’une façon irréversible, ce mélange est porté à 

ébullition pendant 45 secondes et refroidi aussitôt sur glace. Après une centrifugation de 7 

minutes à 17 000 g, le précipité formé (ADN cellulaire et débris) est retiré à l’aide d’un cure-

dent. 

 Le surnageant qui contient l’ADN plasmidique est précipité par addition d’éthanol absolu 

froid. Une centrifugation de 10 minutes à 17 000 g permet de sédimenter l’ADN qui est lavé 

par de l’éthanol à 70% pour dissoudre les sels. Les culots sont séchés à l’air avant d’être 

repris dans 50 μL de TE 1 X (Tris HCl à 10 mM pH 8,0, EDTA à 1 mM pH 8,0). Enfin, le 

mélange est porté à 65°C pendant 10 minutes afin d’inactiver les DNases potentiellement 

présentes dans la préparation. La sélection des clones portant le gène d’intérêt se fait par 

digestion enzymatique de l’ADN plasmidique. En effet, sur un gel d’agarose on chosit les 

clones ayant la taille calculé après digestion enzymatique. 
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Maxipréparation d’ADN plasmidique 

Ce système assure une méthode rapide, simple et bien efficace pour purifier l'ADN 

plasmidique en plus grande quantité que les minipréparations pour être directement utilisé. 

Les ADN plasmidiques sont purifiés à l’aide du kit NUCLEOBOND
®
XTRA MIDI/MAXI 

MACHEREY-NAGEL Cat. No .70410.50, selon le même principe que le kit de 

« Minipreparation» décrit précédemment. L’ADN est solubilisé dans 100 µL TE 1X et repris 

dans 100 µL TE 1X. 

Digestion de l’ADN et  insertion dans les vecteurs d’expression 

Digestion de l’ADN par des enzymes de restriction 

Les enzymes de restriction proviennent de bactéries et permettent de cliver l’ADN au niveau 

d’une séquence spécifique. Les enzymes utilisées ainsi que leurs tampons sont 

commercialisées par Biolabs (Ozyme). Les digestions d’ADN plasmidique par les 

endonucléases de restriction sont réalisées en utilisant 2 à 5 unités d’enzyme par µg d’ADN. 

Les réactions sont effectuées dans un volume final allant de 10 à 100 µL, en présence du 

tampon de réaction spécifique ou dans le tampon optimal en cas de double digestion. 

 Les réactions sont réalisées pendant 1 h à la température optimale d’action de l’enzyme. 

Création de sites de restriction  

Une fois que les séquences de gpa2 et de gpb5 sont entièrement sous - clonés  dans le pGEM-

T-Easy, les plasmides ont été utilisés comme matrice pour les PCR avec les couples 

d’amorces qui contiennent les sites de restriction correspondants. Ces derniers vont servir 

pour intégrer les séquences dans les vecteurs d’expression (avec et sans TAG HIS) utilisés 

dans le labo pour l’expression en système baculovirus/cellules d’insectes. 

 Ceci nécessite l’introduction de la séquence codante dans le génome d’un virus, puis 

l’utilisation de celui-ci pour infecter les cellules. 
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Tableau 1.  Les différents clones gpa2 et gpb5. 

1
ère

 étape Fabrication du plasmide contenant l’ADN d’intérêt. 

 pGEM-T-Easy - GPA2Bt- clone 4 – MP 01/04/2008 

pGEM-T-Easy - GPB5Bt- clone 1 et clone 3 – MP 13/02/2008 

2
ème

 étape  Création de sites de restriction pour insertion dans des vecteurs d’expression 

 pGEM-T-Easy –BamHI GPA2Bt HindIII - clone  13 et clone 14   – MP 10/02 /2009 

pGEM-T-Easy - BglII GPB5Bt HindIII - clone  1    – MP  01/ 04 /2008 

3
ème

 étape Création de sites de restriction pour insertion dans des vecteurs d’expression 

avec un TAG HIS 

 pGEM-T-Easy –BamHI GPA2Bt HindIII STOP- clone  2 et clone 3- 

miniprep31/07/2008. 

pGEM-T-Easy - BglII GPB5Bt HindIII STOP- clone 6 MP 24/09/2008 et clone 12 

miniprep 31/07/2008.   

pGEM-T-Easy –BamHI GPA2Bt HindIII STOP- clone  2 - miniprep31/07/2008. 

  

Double digestion de l’ADN et des vecteurs d’expression 

L’insert amplifié est récupéré par double digestion des plasmides par BglII et HindIII pour 

gpb5 et BamHI  et HindIII pour gpa2 en utilisant 10 Ui/μL de chaque enzyme. BamHI 

(g/gatcc) et BglII (a/gatct) donnent des bouts cohésifs qui sont compatibles. La digestion est 

précipitée à l’Ethanol à 100% pour concentrer l’ADN. Ensuite, l’ADN est déposé sur un gel 

low melting et récupéré pour être inséré dans un vecteur d’expression digéré aussi par BglII et 

HindIII. 

Les vecteurs utilisés sont le p119 et le p119-His qui sont des vecteurs non commercialisés 

(Saint Christol – Les Ales) possèdent les sites d’insertion BglII et HindIII. Ils contiennent un 

promoteur fort, le signal de la polyadénylation et les régions flanquantes du gène tardif de la 

protèine p10 du baculovirus Autographa californica Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus ou 

AcMNPV. La proteine p10 est une protéine qui constitue la totalité de la structure fibrillaire 

nucléaire et cytoplasmique, dont le rôle serait de favoriser l’éclatement des cellules en fin de 

cycle. 

Le p119-His est un vecteur d’expression qui permet l’obtention d’une protéine recombinante 

qui possède une queue histidine en C-terminal pour facilité sa purification par affinité sur une 

résine d’agarose chargé en nickel. 
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Figure 2. Construction de vecteur d’expression. 

Séquençage d’ADN  

Le séquençage automatique a été effectué par la Société Genome Express (Grenoble, France). 

Il est réalisé à partir du plasmide pGEM-T ayant intégré le gène d'intérêt en utilisant les 

amorces T7 ou Sp6. L’ADN plasmidique est repris dans 100 µL de TE 1X  et précipité en 

présence de 1/10 de ce volume en acétate de sodium 3M ainsi que 2 volumes d’éthanol 

absolu. Le tout est  centrifugé à 20 000 g pendant 20 minutes. Le culot d’ADN est lavé avec 

de l’éthanol  à 70% pour éliminer les sels restants. Après une centrifugation de 5 minutes à 20 

000 g, le culot d’ADN est séché sous cloche à vide avant d’être repris dans de l’eau filtrée 

stérile à une concentration finale de 1µg/µL. Les conditions de préparation des échantillons 

pour le séquençage ont changé en novembre 2009, il fallait préparer un volume minimum de 

15 µL pour les plasmides à une concentration de 100 ng/µL. 

Synthèse des ribosondes 

Les ribosondes sont des séquences nucléiques complémentaires des séquences ARNm 

recherchés. Ces sondes sont couplées à un marqueur ; la digoxigénine détectable avec des 

anticorps spécifiques. La digoxigénine présente un avantage  comme c’est une molécule 

d’origine végétale donc pas présente de manière endogène dans les tissus animaux. Une 

ribosonde d’environ 400 nucléotides de longueur incorpore 16 à 20 molécules de XTP-

dioxgénine. Des sondes radioactives peuvent aussi être utilisées mais pour une localisation 

intracellulaire fine des ARNm elles ont une résolution faible. 
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L’orientation de la séquence de la sonde doit être antisens par rapport à celle de l’acide 

nucléique cible. Les sondes ARN simple brin présentent des avantages : elles augmentent 

l’efficacité de l’hybridation en évitant l’appariement de sondes entre elles (pareil pour les 

sondes ADN simple brin) et elles augmentent la stringence des lavages ce qui diminue le bruit 

de fond. Aussi, le traitement par la Rnase A détruit les molécules de sondes d’ARN non 

hybridés.ci-dessous les différentes étapes nécessaire pour la fabrication des ribosondes. 

Fabrication du plasmide contenant l’ADNc d’intérêt 

gpa2 et gpb5 sont déjà clonés dans le pGEM-T-Easy qui contient deux promoteurs phagiques 

en orientation inverse séparé par un polylinker.  

Linéarisation du plasmide contenant l’ADNc d’intérêt 

Le plasmide est linéarisé par digestion enzymatique entre l’insert (ADNc) et le promoteur non 

utilisé après établissement de la carte de restriction sur l’ensemble de la séquence. 

 La linéarisation permet de transcrire seulement la séquence d’intérêt sans les séquences 

plasmidiques qui peuvent générer de bruits de fond lors de l’hybridation.  

L’équivalent de 10 µg de plasmide (10 µL) est digéré par 2,5 µL d’enzyme (25 U) dans 10 µL
  
 

de Tampon 10X (Volume du tampon = 1/10 du volume totale) correspondant à l’enzyme 

utilisée. Dix microlitres de BSA (1 mg x mL
-1

) sont ajoutés pour augmenter la stabilité de 

l’enzyme et pour se lier aux contaminants de la préparation. Le volume total est complété par 

67,5 µL d’eau. La digestion se fait pendant 4 h à 37°C. 

Purification de l’ADN par QIAquick PCR purification kit  

L’ADN digéré est purifié pour se débarrasser des réactifs enzymatiques. Cinq cent microlitres 

de tampon PB (guanidine hydrochloride et isopropanol) sont ajoutés au volume à purifier  

(5 Volume PB = 1 Volume ADN digéré) puis déposés sur une colonne QIAquick spin. 

Le tube collecteur est vidé et remis sous la colonne après centrifugation à 4000 g pendant  

1 minute. La colonne est lavée par 500 µL de tampon PE. Le tube collecteur est de nouveau 

vidé par une même étape de centrifugation. La colonne est finalement déposée sur un tube 

eppendorf stérile de 1,5 mL pour etre eluer dans 30 µL d’eau sigma nuclease free.  

Le plasmide linéarisé et purifié est gardé à 4°C jusqu’à le lendemain pour la suite des 

expériences. 
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Synthèse d’ARN par transcription in Vitro  

L’ARN polymérase permet de transcrire in vitro la sonde ARN simple brin que ce soit la 

sonde sens (selon le sens de l’ARNm et sert de contrôle négatif) ou la sonde anti-sens 

(complémentaire à la séquence de l’ARNm cible codant pour la protéine). 

La transcription a lieu au site d’insertion du promoteur et la chaine en croissance s’allonge 

dans le sens 5’ -> 3’. Une fois l’ARN polymérase arrive au site de coupure enzymatique, elle 

se décroche et peut servir pour une nouvelle transcription de l’insert. La sonde doit être 

suffisamment longue pour que l’hybride ARN-ARN soit stable et spécifique et suffisamment 

petite pour pouvoir pénétrer facilement dans le tissu fixé et accéder à l’ARNm.  

 

Le kit DIG RNA Labelling Mix, 10 X conc. Cat.No.11277073910 est utilisé pour la 

fabrication de ces sondes marquées à la DIG. Cinq microgrammes (14 µL) de plasmide 

purifié sont ajoutés à 2 µL DIG labelling mix 10X, 2 µL de Tampon de transcription 10X et  

2 µL ARN polymérase correspondante (SP6 ou T7). Le tout est incubé pendant 2h30 à 37°C.  

Une incubation supplémentaire de 30 minutes à 37°C est réalisée en ajoutant 0,5 µL DNase 

(10 U/µL). Ce traitement à la DNase est nécessaire pour se débarrasser de l’ADN qui a servi 

de matrice et du vecteur.  

Purification des ribosondes marqués à la DIG 

Les ribosondes sont précipitées au chlolure de lithium LiCl 4 M en ajoutant aux produits de 

transcription, 2 µL de LiCl 4 M (0,1 Volume de LiCl pour 1 Volume de produits de 

transcription) et 60 µL d’éthanol à 100% (3 Volume éthanol pour 1 Volume de produits de 

transcription). Le mélange est agité doucement comme les sondes sont fragiles, puis il est 

incubé à -80°C pendant 30 minutes. Le surnageant est éliminé après centrifugation pendant 30 

minutes à 15 000 g à 4°C. Le culot d’ARN est lavé par 50 µL d’éthanol à 70% par tube. Les 

tubes sont centrifugés pendant 20 minutes à 15 000 g à 4°C. L’alcool est pipeté et les tubes 

sont laissés à sécher. Le culot est repris dans 30 µL d’eau Nuclease free. L’estimation de la 

quantité d’ARN est faite sur un nanodrop en mesurant la DO. Une fois la quantité d’ARN est 

estimé, le produit est aliquoté dans des tubes de 0,2 mL puis conservés à -80°C. 

Hybridation sur lame 

La technique d’hybridation sur lame consiste à détecter l’ARN messager (ARNm) témoignant 

la transcription des gènes gpa2 et gpb5 dans la préparation histologique. 
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Cette technique se base sur la complémentarité de deux séquences nucléiques qui sont 

capables de s’apparier avec une forte affinité en formant des liaisons hydrogène au niveau de 

bases qui constituent la séquence nucléiques : entre adénine et uracile (thymine pour l’ADN) 

et entre guanine et cytosine. 

 

 Il faut bien immobiliser la cible par fixation du tissu. Souvent la morphologie du tissu est 

modifiée lorsqu’on essaye d’avoir un signal maximal par une pénétration complète de la 

sonde dans le matériel biologique.L’hybridation se déroule sur 4 jours. 

Premier jour - Préparation des tampons  

Les tampons suivants sont préparés et autoclavés : EDTA 0,5 M pH 8,0 ;  KPBS 10X pH 7,3 ; 

SSC 20X ; Tris-HCl 1M pH7,5 ; Tris-HCl 1 M pH 8,0; Tris-HCl 1 M pH 9,0 ; anhydride 

acétique 0,25 % (242845 Sigma); TEA pH 8,0 (90278 Sigma) ; Tampon RNase A ; Solution 

de lavage (Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,15 M pH 7,5) ; Tampon d’hybridation ( Sulfate de 

dextrane, SSC 20X, formamide désionisée, denhardts 50X, ARNt de levure (10109495 

Roche) ,ADN de sperm de saumon, Tween 20( 91585 Dutscher) ; solution de détection (Tris 

HCl 1M pH 9,5, MgCl2 1 M, NaCl). 

Deuxième jour - Prétraitements et hybridation 

Les prétraitements ont pour rôle de faciliter l’accès de la sonde à l’acide nucléique. Il existe 4 

étapes de prétraitements qui sont assez importants à réaliser avant l’hybridation. 

Perméabilisation et Post fixation 

La paraffine est dissoute par deux bains successifs de Xylène pendant 10 minutes chacun. 

Des bains d’éthanol de concentrations décroissantes (100%,96%,80%,70% et 50% pendant  

5 min) sont utilisés pour réhydrater le tissu et solubiliser les phospholipides, principaux 

constituants des membranes cellulaires. L’éthanol est dilué dans du KPBS 1X.  Ensuite, une 

post-fixation par le PAF 4% ( F1635 Sigma)  pendant 10 minutes permet de fixer les 

métabolites cellulaires et d’inactiver les RNases endogènes. Une étape finale de lavage par du 

KPBS 1X est réalisée pendant 5 minutes. 
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Déprotéinisation et Post-fixation 

Lors de la fixation au PAF 4%, les protéines associées aux acides nucléiques sont stabilisées. 

Un traitement à la protéinase K permet d’éliminer ces protéines et rendre la cible plus 

accessible surtout dans le cas de tissus inclus en paraffine. C’est une étape à contrôler et à 

tester pour savoir la durée d’incubation et la concentration de l’enzyme utilisée. D’un coté, 

une déprotéinisation excessive détériore la morphologie cellulaire et détruit les ARNm cibles 

et d’un autre cote, une déprotéinisation insuffisante entraine une perte de pénétration de la 

sonde. Les lames sont incubées pendant 5 minutes avec une solution de 0,05 M Tris HCl de 

pH 7,5 préalablement chauffé à 37°C à l’étuve et puis les lames sont traitées par 5 µg/mLde 

protéinase K (P 2308 Sigma ) pendant 5 et 15 minutes pour tester les deux conditions.  

Les lames sont lavées de nouveau par deux bains successifs de 0,05 M Tris HCl de pH 7,5 et 

de KPBS 1X. Une post-fixation par du PAF 4% dilué dans du KPBS 1X est suivie deux 

lavages au KPBS 1X pendant 5 minutes. 

Acétylation 

Le traitement à l’anhydride acétique (AA) permet de fixer un groupement acétyl sur les 

groupements aminés –NH3
+
 de protéines tissulaires, ce qui réduit la fixation non spécifique 

de la sonde ainsi le bruit de fond est éliminé. Cette étape est utile pour les oligonucléotides. 

Les lames sont lavées par deux bains respectifs de 0,1 M TEA à pH 8,0 et 0,1 M TEA à pH 

8,0 additionné de 0,25 % AA. Ces lavages sont suivis par trois d’autres pendant 5 minutes 

chacun avec du KPBS 1X.  

 Préhybridation 

Cette étape est aussi importante pour diminuer le bruit de fond et saturer les sites non 

spécifiques. Elle consiste à saturer les coupes avec le tampon d’hybridation sans la sonde que 

ce soit à température ambiante ou à la température d’hybridation. 

 

Le tampon d’hybridation est formé des composants suivants : 

Le sulfate de dextrane (D 8906 Sigma) : Le sulfate de dextrane possède de nombreuses 

applications. Il peut être utilisé comme un accélérateur pour diminuer le temps d’hybridation 

de la sonde. Il peut être ajouté dans le tampon d’hybridation lors de la détection de séquences 

rares et quand la quantité de la sonde est limitée. Il augmente la concentration de la sonde en 

excluant l’acide nucléique du volume de la solution. Il occupe la place comme étant un 

polymère. 
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Il est difficile dissoudre. Il est stocké à -20°C. 

Le tampon SSC 20X  Les hybrides vont se former à des pH voisins de la neutralité en 

présence d’ions Na
+
. L’ion Na

+
 est l’ion principal intervenant dans la concentration en cations 

(force ionique) sur laquelle on agit pour abaisser la Tm (température de fusion). Sa 

concentration est le facteur capital de la stabilité de l’hybride et intervient directement sur la 

constitution de celui-ci. Plus la force ionique de la solution est élevée plus l’hybride est 

stabilisé tm élevée. 

La Formamide désionisée (091531 Dutscher) est utilisée pour maintenir le pH du tampon 

pour diminuer la température d’hybridation permettant la réalisation de l’hybridation dans des 

conditions moins agressives pour la morphologie du tissu. 

La solution de Denhardts (D 2532 Sigma) est constituée par un mélange d’agents bloquants. 

La solution contient du Ficoll 1% (type 400), du polyvinylpyrrolidone  et de BSA 1%. 

 ARNt et ADN de sperm de saumon (D 9156 Sigma) Les ARNt et les fragments d’ADN 

permettent de saturer les sites de liaisons non spécifiques. 

Eau DEPC (95284 Sigma) On parle d’eau DEPC pour designer l’eau ayant subie un 

traitement par le diéthyl pyrocarbonate (DEPC) 0.1% (v/v) pendant 12h à température 

ambiante pour inhiber les ribonucléases. Le DEPC est ensuite éliminé par autoclavage.  

Les lames sont séchées avec un papier absorbant sans toucher aux coupes qui sont entourées 

avec du super pap-Pen (008899 Invitrogen). L’incubation avec 250 µL de tampon 

d’hybridation pendant 2 heures se fait dans une chambre humide préparé avec du SSC 5X et à 

température ambiante. 

 

L’hybridation est réalisée en incubant les coupes avec la sonde marquée en présence du 

tampon d’hybridation à une température permettant une hybridation spécifique. Il faut 

dénaturer les sondes pour s’assurer qu’elles sont en simple brin. 

Il existe plusieurs facteurs dont la stabilité cible-sonde va dépendre :  

1- La température-l’hybride est déstabilisé de plus en plus avec l’augmentation de la 

température.  

2- Les hybrides ARN-ARN (notre cas) sont beaucoup plus stable qu’entre deux ADN ou entre 

un ARN et un ADN. 

3- La longueur de l’hybride : plus elle est grande, plus l’hybride est stable (Tm élevé). 

4- La richesse en GC: plus elle est élevée, plus l’hybride est stable, trois liaisons H au lieu de 

deux. 
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5- Le taux de mésappariements: plus il y a des mésappariements plus l’hybride est déstabilisé. 

Dans notre cas on ne prend pas compte de ce facteur comme la séquence nucléotidique de la 

sonde est  exactement complémentaire à celle de la cible. 

6- Le pH de la solution : on ne fait pas varier le pH des solutions utilisées pour l’hybridation, 

leur pH est toujours proche du pH physiologique. 

7- La force ionique : plus elle est élevée, plus l’hybride est stabilisé. (Tm élevé). 

8- La présence de formamide : plus sa concentration est élevée, plus l’hybride est déstabilisé 

(Tm faible). 

Les sondes DIG-AP-cRNA sont préparées dans le tampon d’hybridation pour avoir 400 ng. 

Ce mélange est chauffé sur un bloc chauffant pour 5 minutes à 80°C puis placée directement 

sur glace. Les lames sont incubées avec 250 µL par coupes une nuit à 60°C dans la chambre 

humide. 

Troisième jour - Post-hybridation et immunohistochimie 

Cette étape est caractérisée par des lavages successifs pour éliminer les hybrides non 

spécifiques et l’excès de sonde non hybridés. Ces lavages sont réalisés dans des conditions 

très strictes de stringence élevée : ainsi seuls les hybrides spécifiques et stables persistent. 

Dans la pratique, des bains de concentration décroissante en tampon SSC sont utilisés avec 

des températures croissantes. Les lames sont donc lavées pendant 30 minutes à température 

ambiante avec du SSC 5X, ensuite pendant 15 minutes  à 60 °C avec du formamide 30 % 

dilué dans du SSC 5X. Deux lavages successives pendant 15 minutes chacun à 60°C avec du 

SSC 0,2 X sont réalisées avant de laisser le bain du dernier lavage se refroidir sur la paillasse. 

La post hybridation est terminé par un dernier bain au SSC 0,2 X pendant 5 minutes à 

température ambiante.  

Traitement RNase 

Encore une étape pour diminuer le bruit de fond.  La RNase A va dégrader toutes les 

molécules de sonde non hybridés. Le traitement à la RNase doit se faire dans une autre 

chambre de travail. Les lames sont incubées pendant 30 minutes à 37°C par 500 µL du 

mélange suivant : 2,5 µL Rnase 5mg/mL + 5 µL Tris-HCl 1 M pH 7,5 + 492,5 µL eau distillé. 

Les lames sont ensuite lavées à 37°C pendant 5 minutes avec du tampon RNase, à 

température ambiante avec du SSC 0,2 X pendant 30 minutes, deux fois de suite et pendant 5 

minutes avec la solution de lavage. Les coupes sont saturées pendant une heure avec la 
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solution de blockage avant d’être incubées  dans la chambre humide, une nuit à 4°C, avec du 

Sheep anti-DIG au 1/2000 dilué dans la solution de blockage. 

Quatrième jour -  Révélation – Réaction phosphatase alcaline  

L’utilisation de la phosphatase alcaline est la technique la plus sensible pour l’hybridation in 

situ avec des sondes froides, la peroxydase et les marqueurs fluorescents étant d’une 

sensibilité moindre. Les chromogènes utilisés avec la phosphatase alcaline sont le NBT 

(Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) et BCIP (5 –Bromo-4-Chloro-3’-Indolyphophate p-

Toluidine Salt). La réaction avec NBT-BCIP donne des précipités bleu insolubles dans l’eau 

(oxydation du BCIP et réduction du NBT) mais soluble dans l’éthanol. Ainsi, pour monter les 

lames, il est préférable d’utiliser un montage aqueux de type Moviol. 

La phosphatase alcaline étant présente dans les tissus biologiques (enzyme extraite de 

l’intestin de veau), il faut inhiber son activité endogène par le levamisole. Les lames sont 

lavées trois fois de suite avec la solution de lavage pendant 5 minutes et une fois avec la 

solution de détection. pour révéler, 500 µL du mélange suivant est déposée par lames : 45 µL 

NBT + 35 µL BCIP + 50 µL Levamisole 100 mM + 10 mL solution de détection. La réaction 

a lieu à l’abri de la lumière, une nuit à 4°C. La réaction est arretée avec le tampon Stop 

reaction avant que les lames soient montées avec du Moviol. 
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Technique de Biochimie 

Purification et isolement des protéines 

Les étapes de la purification 

La purification a nécessité plusieurs étapes comme toute purification allant d’une extraction 

initiale à une précipitation différentielle ou fractionnée à une dialyse et à divers types de 

chromatographies. La pureté de la purification de la protéine est évaluée qualitativement par 

électrophorèse sur un gel d’acrylamide, ainsi le nombre de protéines contaminantes est suivi 

au fur et à mesure du processus de la purification pour arriver à une seule protéine.  

Homogénéisation du matériel 

La première étape se résume par l’homogénéisation du matériel dans du sulfate d’ammonium 

0.15 par un blender. Pour cela, les échantillons sont coupés en petits morceaux, puis broyés 

dans un blender. L’homogénat obtenue est clarifié par centrifugation pendant 30 minutes à  

3 000 g à 4°C  pour éliminer les grosses particules peu ou mal broyées. 

Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium 

Une des méthodes les plus adaptés aux grands volumes est la précipitation fractionnée ou 

précipitation différentielle au sulfate d’ammonium(NH4)2SO4.  Une méthode peu spécifique 

mais qui permet de se débarrasser des gros contaminants et préserve généralement l’intégrité 

fonctionnelle des protéines au contraire de la précipitation totale. Le sulfate d’ammonium est 

très soluble en solution aqueuse et permet d’atteindre des forces ioniques très élevées. Il est 

très hydrophile et entre en compétition avec les protéines pour l’eau causant leur 

déshydratation. Il possède l’avantage de peu dénaturer les protéines et permet de maximiser 

l’obtention de protéines biologiquement actives. Son addition se traduit par une augmentation 

du volume de la solution.La technique consiste à ajouter progressivement une masse donnée 

de (NH4)2SO4, jusqu’à avoir un certain pourcentage de saturation. 

 Pour déterminer la quantité à ajouter, le tableau présent à la page suivante est utilisé. Il existe 

aussi un site Web (http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm) où les donnés de base 
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sont rentrées comme le volume, la température et le pourcentage initial de saturation et par 

suite le site calcule automatiquement la quantité de sulfate d’ammonium à ajouter. 

Les différentes fractions de protéines obtenues sont nommées P25, P50 et P80 ce qui 

correspond à 25, 50 et 80% de  saturation en sulfate d’ammonium. Le surnageant de la 

dernière fraction est gardé et il est nommé S80. La protéine qu’on cherche se trouve dans 

l’une de ces fractions P25, P50, P80 ou S80. 

 

 

 

 

Dialyse et/ou passage sur PD10 

Les différentes fractions qu’on a récupéré contiennent encore une grande quantité de sulfate 

dont il faut se débarrasser. La méthode qui correspond aussi à un grand volume est la dialyse. 

Les protéines à dialyser sont séparées par une membrane poreuse (Reference) d’une autre 

solution où la concentration du sel est différente. Les sels auront tendance à équilibrer leur 

concentration de part et d’autre de la membrane. On peut changer rapidement la teneur en sel 

dans la solution protéique en utilisant un volume de dialyse beaucoup plus grand que celui de 

Tableau 2.  Quelle quantité de sulfate d’ammonium, faut-il ajouter ? 
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la solution. S’il s’agit de petit volume, des colonnes PD10 (Reference) sont utilisées pour 

charger 2,5 mL d’échantillon et dessaler avec 3,5 mL de tampon correspondant. 

 

Chromatographie d’interaction hydrophobe Phényl-Sepharose 

Cette étape est suivie par une chromatographie d’interaction hydrophobe. Le gel de 

chromatographie d’interaction hydrophobes porte un groupement hydrophobe ; un noyau 

phenyl à l’extrémité d’une chaine carbonée. Les protéines se lient avec une affinité variable 

aux groupements hydrophobes portés par le gel (Phényl-Sepharose) et la séparation des 

protéines se fera en fonction de leur hydrophobicité. Ensuite, elles sont éluées en diminuant la 

concentration des sels (1 ,0.5 et 0.2 et 0 M sulfate d’ammonium dans de l’hydrogénocarbonate 

d’ammonium) et en augmentant la concentration d’un solvant moins polaire que l’eau (50% 

Ethylène Glycol). Les fractions sont éluées dans à 0.2 M et 0M sulfate d’ammonium. Ces 

deux fractions sont mélangées, dialysées contre l’eau déminéralisé à 4°C pendant la nuit, puis 

lyophilisées et dessalées sur une colonne de Séphadex G25 dont la capacité de fractionnement 

est entre 1 et 5 KDa (Reference) pour se débarrasser du sulfate d’ammonium restant. La 

détection des protéines en sortie de colonne est effectuée par un spectrophotomètre (Hitachi, 

U200) à 280 nm. Le pic de protéines est récupéré, lyophilisé et caractérisé.  

 Chromatographie d’exclusion 

La dernière étape de purification est par chromatographie d’exclusion sur une Séphadex 

HR75 (reference) pour se débarrasser de la légère contamination d’une part des protéines de 

hauts poids moléculaires et d’autres part par d’autres protéines de petits poids moléculaire. 

Analyse des protéines 

Electrophorèse monodimensionnelle en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) 

Le principe de l’électrophorèse monodimensionnelle en présence de dodécyl sulfate de 

sodium ou SDS est de séparer  un mélange protéique par la migration de ces constituants sous 

l’effet d’un champ électrique. La séparation des protéines se fait en fonction de leur poids 

moléculaires. Le SDS, détergent anionique, confère à la protéine une charge électrique 

constante, largement supérieure à la charge intrinsèque de la protéine.  

Les échantillons sont préparés dans un tampon de charge (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 

2%, glycérol 10% (V/V), bleu de bromophénol 0,02%)  (Laemmli, 1970) dans des 
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conductions réductrices (tampon de charge avec du β-mercaptoethanol 5%  et chauffage à 

100°C pendant 10 minutes) ou non. Le β-mercaptoethanol dissocie les ponts disulfures en 

réduisant les liaisons disulfures. Le glycérol confère aux échantillons une forte densité, les 

mettant en contact avec le gel et leurs permettant de ne pas se diluer dans le tampon lors du 

dépôt.  

Un gel de polyacrylamide s’obtient par polymérisation de monomères d’acrylamide. Cette 

polymérisation est initiée chimiquement par le persulfate d’ammonium combiné au TEMED. 

L'objectif du gel d'électrophorèse en deux parties est de pallier aux problèmes liés aux faibles 

quantités de protéines et aux volumes parfois non négligeables déposés dans les puits.  

On réalise donc une étape de concentration des échantillons jusqu'à l'obtention de zones 

protéiques très fines dans le gel de concentration (stacking gel), qui migreront dans le gel de 

séparation (resolving gel). 

Tableau 3. Composition des gels d’électrophorèse monodimensionnelle. 

Produit Gel de Concentration Gel de Séparation 

% Acylamide 5% 15% 

Tris-HCl pH 6,8 1,25 mL …. 

Tris-HCl pH 8,8 … 4 mL 

Acrylamide 30/Bis 0,8 1,67 mL 10 mL 

H2O milliQ QSP 10 mL 20 mL 

SDS 10% Biorad 100 µL 200 µL 

Persulfate 10 % 100 µL 200 µL 

TEMED 10 µL 20 µL 

 

La migration des échantillons est réalisée à voltage constant de 150 Volts pendant 80 minutes 

dans un tampon de migration composé de Tris-glycine pH 8,6 et de 0,1 % de SDS (V/V). 

Electrophorèse bidimentionnelle en gel de polyacrylamide (2D-PAGE) 

Cette méthode très résolutive permet de séparer un mélange complexe de protéines selon leurs 

pH isoélectrique pendant l’isolelectrofocalisation ou IEF (dans un gradient de pH  de 3.5-4 à 

9-9.5) puis une deuxième séparation selon leurs tailles moléculaires pendant la SDS-PAGE 

(de 10 à 200 kilodalton). Deux cents microgrammes de protéines sont déposés sur gel. Pour la 

première séparation des ampholytes (pH 3,0 -10,0) sont ajoutés au gel d’acrylamide (strips de 

7 cm). La focalisation nécessite deux phases distinctes : 
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Phase 1 : 700 V, 20 mA, 1Watt jusqu'à 10000Volts/heure pendant 20 heures 

Phase 2 : 3000V, 20mA, 1Watt jusqu’à 2000Volt/heures pendant 2 heures. 

L14a deuxième dimension est réalisée sur un gel de 10-20% d’acrylamide (14*16cm*1.5mm) 

à 40 mA. Les protéines sont ensuite révélées différemment selon le besoin. 

Révélation des protéines sur gel  

Deux types de coloration ont été utilisés pour visualiser les protéines séparées par 

électrophorèse selon la sensibilité désirée : La coloration au bleu de coomassie et la coloration 

au nitrate d’argent. On peut aussi les colorer après transfert sur membrane : La coloration au 

rouge ponceau. 

La coloration au bleu de Coomassie 

Le gel est incubé pendant 2 heures dans une solution contenant 0,4% (P/V) de bleu de 

Coomassie R250 (Sigma, B0149), 20 % d’isopropanol (CarloErba, 309501) et 10% d’acide 

acétique (ProLabo, 20102.298). Le gel est ensuite décoloré dans une solution de 10% 

d’isopropanol et 10 % d’acide acétique. Les bains de décoloration sont renouvelés sur du 

charbon actif autant de fois que nécessaire. 

La coloration au nitrate d’argent 

La révélation au nitrate d’argent est 10 fois à 100 fois plus sensible que la révélation au bleu 

de Coomassie. Une fois les protéines sont séparées par électrophorèse, les gels sont fixés 

pendant 30 minutes dans une solution de fixation (50% éthanol, 12 % acide acétique glaciale, 

0,5‰ de formaldéhyde 37%  (p/V) ajouté extemporanément), lavés 3-4 fois dans de l’éthanol 

50 % pendant 2 minutes et puis post-fixés dans du thiosulfate de sodium 0,2‰ pendant 2 

minutes. Les gels sont ensuite rincés 3-4 fois dans de l’eau milliQ et colorés dans une solution 

de nitrate d’argent contenant 0,75‰ de formaldéhyde ajouté extemporanément. Quelques 

rinçages rapides avec de l’eau mQ sont suivis d’une révélation par incubation des gels dans 

une solution de Carbonate de sodium à 0,5 M contenant 2‰ de formaldéhyde 37% et 4‰ de 

thiosulfate de sodium. La réaction est arrêtée avec une solution de 10% d’acide acétique-Eau. 

Si les protéines sont à récupérer pour la spectrométrie de masse, le formaldéhyde est exclut. 
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Immunodetection des protéines par Western Blot 

Transfert de protéines sur membrane de nitrocellulose 

Les gels d’électrophorèse sont transférés sur des membranes de nitrocellulose renforcées 

0,22(reference) dans un tampon de transfert contenant du Tris-Glycine (Amresco) et 

d’isopropanol (CarloEbra). Le transfert peut durer de deux heures jusqu’à une nuit à 4°C à un 

ampérage de 150 mA. 

Immunblot 

Les membranes de nitrocellulose sont colorées avec une solution diluée au 1/10 de rouge 

ponceau concentré (Sigma). Ensuite, elles sont rincées avec de l’eau déminéralisée et sont 

saturées avec du TBS-Tween-Lait  

Dosage des protéines 

En générale, les étapes de purification doivent être suivies par un dosage pour vérifier si les 

techniques utilisées sont bien fonctionnelles. Deux méthodes ont été utilisées, la méthode BC 

assay, qui est un dosage colorimétrique des protéines ou l’Elisa qui est basée sur la détection 

immunoenzymatique du complexe antigène-anticorps. 

BCassay  

Cette technique est basée sur la réduction des ions Cu
2+

 en Cu
+
 par les liaisons peptidiques 

des protéines dans un milieu alcalin où l’acide bicinchoninique chélate les ions Cu
+
 avec une 

tres forte spécificité pour former un complexe soluble coloré en violet. On peut analyser 

plusieurs échantillons en même temps comme la réaction est suffisamment lente. La réaction 

est mesurée par l’absorbance du complexe Cu
+ 

final à une longueur d’onde de 562 nm. Le 

protocole du kit BC Assay (Uptima, Interchim) est utilisé. 

Elisa 

Le principe de l’Elisa repose sur la détection immunoenzymatique du complexe antigène-

anticorps formé en utilisant un anticorps spécifiques de la protéine à doser. 

Elisa compétition 

L’antigène est absorbé sur la plaque. L’antigène à doser est ajouté avec l’anticorps spécifique. 

Ainsi la compétition se fait entre l’antigène fixé et l’antigène à doser. (Voir matériel et 

méthodes, article V). 
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Elisa sandwich 

Cette fois c’est l’anticorps spécifique qui est fixé sur la plaque. Il permet de capter l’antigène 

à doser. Un deuxième anticorps est utilisé pour reconnaitre le complexe formé par le premier 

anticorps-antigène formé. Ce deuxième anticorps sera reconnu par un anti-anticorps couplé à 

la peroxydase par exemple qui va hydrolyser son substrat. La quantité de substrat hydrolysé 

est liée à la quantité d’antigène présent dans le puits à doser. 

Immunodétection par immunohistochimie 

Préparation des échantillons  

Préparation et inclusion des testicules bovins en paraffine 

Les testicules sont récupérés sur des animaux de 2 ans de l’abattoir et sont découpés 

rapidement sur place sur un papier aluminium en petits morceaux (1x2 cm avec des surfaces 

de coupures lisses sans coups de pince ni  déchirures). Les morceaux sont plongés 

immédiatement dans des piluliers contenant 10 mL de fixateur en veillant à ce qu’ils 

n’adhèrent  ni au fond ni aux parois des piluliers. Le fixateur utilisé est le  paraformaldéhyde 

4% RNase-free (PAF 4%)*, préparé la veille du prélèvement. Une fois dans le laboratoire, il 

est laissé à fixer toute la nuit à 4°C dans du PAF à 4% renouvelé. Cette étape permet de figer 

la structure des tissus et d'immobiliser les antigènes in situ pour qu’ils ne soient pas élués par 

les différents bains réactionnels. Le lendemain, les morceaux sont immergés dans des 

solutions  d’éthanol en concentrations croissantes pour l’élimination complète de l’eau. Les 

morceaux sont au début déshydratés dans 50%  d'éthanol deux fois pendant 30 minutes, puis 

immergés dans 70% d'éthanol pendant deux heures, suivis d’une heure dans de 

l’éthanol à 90% , puis 95 % et finalement trois fois pendant 20 minutes dans de 

l’éthanol à 100%. Les morceaux sont ensuite immergés dans un mélange butanol-éthanol 

(v/v) pendant une heure avant immersion la nuit à 4°C dans du butanol pur. Le butanol est un 

déshydratant lent qui permet moins de rétrécissement et plus de durcissement. Le troisième 

jour, le bain de butanol est changé  puis laissé pendant deux heures à température ambiante. 

Toutes les étapes précédentes sont réalisées sous la hotte. Les morceaux sont ensuite plongés 

dans un mélange butanol-paraffine (v/v) pendant trois heures à 56°C. Ce mélange est préparé 

la veille et gardé à 56°C. Finalement, les échantillons sont transférés dans de la paraffine 

fondue pendant trois heures avant d’être transférés dans un dernier bain de paraffine pendant 

la nuit à 56°C. Le quatrième jour, les échantillons sont inclus dans des moules en inox et sont 
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laissés une nuit à température ambiante. Le cinquième jour, les coupes de 5 µM d’épaisseur 

sont réalisées par un microtome à température ambiante. Les coupes sont fixées sur des lames 

superfrost pour éviter le décollement des tissus. Les lames sont séchées à 37°C pendant une 

nuit. 

Préparation des spermatozoïdes bovins et porcins : Fixation sur lame par cytocentrifuge 

La cytocentrifuge par cytospin3  permet de déposer les spermatozoïdes en monocouche dans 

une zone définie sur la lame par force centrifuge. Cent microlitres de spermatozoïdes dilués 

sont déposés par pipette dans un cytofunnel qui sera attaché à une lame par une bride de 

blocage en acier. La centrifugation est faite pendant 5 minutes à 150 g avec une accélération 

au maximum. Les lames sont séchées une minute à l’air, puis immergés 10 minutes dans du 

PAF 4% pour une meilleure fixation. 

 

Figure 3. Un cytofunnel. 

Les spermatozoïdes bovins 

Les spermatozoïdes congelés sont conservés dans des paillettes de congélation de l’ordre de 

12 millions par mL. Ils ont été collecté le 02/05/2006 de Rio Bravo, un taureau « Limousin ». 

Ils ont été fournis par Christine Perrou. Les spermatozoïdes sont décongelés à 35 °C pendant 

30 secondes puis lavés par un gradient de Percoll (90%-45%) par centrifugation à 700 g 

pendant 20 minutes. Les spermatozoïdes mobiles sont collectés du fond des tubes dans la 

fraction de 90 % de Percoll. Ils sont parsuite lavés dans 6 mL du milieu STL* par 

centrifugation à 100 g pendant 10 minutes. Pour les expériences, le culot est repris et dilué 

dans du milieu STL et les spermatozoïdes sont prêts pour être fixé sur lames. Par contre pour 

les spermatozoïdes capacités, une incubation avec de l’héparine (1V/100V milieu FIV*) est 

réalisé dans l’étuve  pendant 4h à 38 °C, 5% O2 avant d’être centrifugé à 100 g pendant 10 

minutes. 
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Les spermatozoïdes frais sont fournis par Olivier Gérard de l’UNCEIA, 5 mL de la semence 

tamponnée dans 5 mL de HEPES*. Dès la réception de la semence, 1 mL est lavé avec du 

PBS 1X  par centrifugation 100 g pendant 4 minutes. Le culot est dilué dans du PBS 1X et les 

spermatozoïdes sont fixés sur lame par cytocentrifuge. 

 

Les spermatozoïdes porcins 

Les paillettes sont décongelés dans le bain Marie à 37°C pendant 20 secondes puis vidées 

dans 10 mL de milieu BTS* pour les laver. Le culot est récupéré après centrifugation pendant 

10 minutes à 100 g à température ambiante pour être laver de nouveau par un gradient de 

Percoll (45-90). Le culot est récupéré après centrifugation pendant 30 minutes à 700 g puis 

repris dans 4 mL de milieu TBM* avec ou sans caféine pour avoir des spermatozoïdes 

capacités ou non capacités. Les spermatozoïdes sont lavés par centrifugation pendant 10 min à 

100 g pour se débarrasser du reste de Percoll. Le culot est dilué dans du PBS 1X et les 

spermatozoïdes sont fixés sur lame par cytocentrifuge soit dans du PAF 4% pour 

immunomarquage en suspension. 

Les spermatozoïdes frais sont fournis par Christophe Staub de l’UEICP de l’INRA de 

Nouzilly, 80 mL de la semence tamponnée dans du BTS. Dès la réception de la semence, 1 

mL (25 x 10
6 

spermatozoïdes) est lavé avec du PBS 1X  par centrifugation 100 g pendant 4 

minutes. Le culot est dilué dans du PBS 1X et les spermatozoïdes sont fixés sur lame par 

cytocentrifuge. 

Protocoles d’immunohistochimie 

Plusieurs protocoles ont été suivis suivant le type de tissus utilisés. 

Immunofluorescence en suspension  

Sur les spermatozoides 

Les spermatozoïdes sont préparés de la même façon décrite dans les paragraphes précédents 

mais au lieu d’être fixés sur lames, les 0,5 mL de spermatozoïdes dilués sont fixés dans 0,5 

mL de PAF 4% dans un tube eppendorf. Le tube est agité (vortexé) et incubé pendant 10 

minutes à température ambiante. Le surnageant contenant le PAF  est éliminé par 

centrifugation pendant 3 minutes à 500 g. Le culot est resuspendu dans du 1 mL PBS 1X puis 

séparé en 0.5 mL dans deux tubes. Un tube qui servira de contrôle et un autre pour la réaction. 
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La membrane des spermatozoïdes est perméabilisée par 0.5 mL de Triton X100  pendant 5 

minutes à température ambiante. Le surnageant contenant le Triton X100  est éliminé par 

centrifugation pendant 3 minutes à 500 g. Le culot est resuspendu dans 0.5 mL de PBS + BSA 

2% pour saturer les sites aspécifiques. Après une heure, le surnageant est éliminé par 

centrifugation pendant 3 minutes à 500 g. Le culot est repris 0.5 mL  d’anticorps primaire 

anti-PEBP au 1/1000 (dilué dans du PBS 1X + BSA 2%) pendant 60 minutes à température 

ambiante. Le surnageant est éliminé par centrifugation pendant 3 minutes à 500 g. Une étape 

de lavage est nécessaire pendant 3 minutes à température ambiante pour éliminer l’anticorps 

primaire excédentaire. Le surnageant est éliminé par centrifugation pendant 3 minutes à 500 g 

et le culot est repris dans 0.5 mL d’anticorps secondaire anti-IGY de poule couplé à un 

fluophore 547 ou 477 pendant 60 minutes à l’abri de la lumière. Le surnageant est éliminé par 

centrifugation pendant 3 minutes à 500 g et le culot est suivie d’une étape de lavage comme 

celle d’avant pour éliminer l’anticorps secondaire excédentaire. Le surnageant est éliminé par 

centrifugation pendant 3 minutes à 500 g et le culot est repris dans 0.5 mL de PBS 1X. Deux 

gouttes de 8 µL sont déposées sur la lame, la lamelle est montée en appuyant légèrement pour 

essayer d’avoir les spermatozoïdes dans le même plan focal et finalement la lamelle est fixée 

au vernis à ongles. 

Sur les blastocystes bovins 

Les blastocystes au 7
ème

 jour de développement sont issus d’une fécondation in vitro et 

fournis par Leslie Angulo. 

Dans un premier temps, les expériences d’immunofluorescence ont été réalisées sur lames 

(même protocole que pour les spermatozoïdes) mais les embryons se décrochaient de la lame 

et étaient donc perdus pendants les étapes de lavage. C’est pourquoi, les expériences ont été 

par la suite effectuées en suspension dans des boites de 96 puits à base arrondie et sous loupe 

binoculaire. Le transfert des embryons de puits en puits nécessite l’utilisation d’une seringue 

Hamilton. Le premier jour, trois lavages de dix minutes dans du PBS 1X + BSA 0.1% + 

Tween 0.05% sont effectués. Les embryons sont ensuite perméabilisés dans du PBS 1X + 

Triton 0.1 % (15-30-45 minutes). La saturation des sites non spécifiques est faite dans du PBS 

1X + Sérum de cheval 10% pendant 2 heures. Les embryons sont incubés toute la nuit à 4°C 

avec l’anticorps primaire anti-PEBP au 1/1000 toute la nuit. Le lendemain, quatre lavages de 

30 minutes chacun sont réalisés dans du PBS 1X + BSA 0.1% + Tween 0.05 % afin 
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d’éliminer l’anticorps excédentaire. Puis, ces embryons sont incubés pendant 2 heures avec 

l’anticorps secondaire anti-IGY poule couplé au fluorophore 547 au 1/2000. Ils sont ensuite 

lavés 4 fois dans du PBS 1X + BSA 0.1% + Tween 0.05 %. Le montage des lames se fait dans 

du Mowiol additionné de Hoechst (1µg/µl) pour marquer l’ADN.  

 

Immunohistochimie et immunofluorescence sur lames (a revoir) 

Les coupes congelées sont lavées deux fois dans du PBS 1X pendant 5minutes et puis 

saturées pendant 60 minutes dans une solution de PBS 1X + Triton X100 0.2 % + lait 0.5%. 

Elles sont ensuite incubées avec l’Anti-PEBP (1/1000 dilué dans du PBS 1X + Lait 0.5 %) 

toute la nuit à 4°C .Le lendemain, les lames sont incubées avec l’anticorps secondaire anti-

IGY de poule couplé au fluophore 547 au 1/1000 après être lavées 3 fois dans du PBS 1X + 

Triton X100 0.2% ( 10 minutes/lavage).finalement, les lames sont lavées comme 

précédemment et montées dans du vectashield additionnée de DAPI (4'.6-diamidino-2-

phenylindole) pour marquer l’ADN. 

Les lames sont déparaffinées dans deux bains successifs de toluène pendant 3 minutes. Elles 

sont réhydratées dans des bains d’éthanol de concentrations décroissantes de 100%, 95%, 

70%, 50% pendant 3 minutes chacune. Les lames sont lavées dans des bains de PBS 1X* 

pendant 2 minutes, puis elles sont incubées dans du peroxyde d’hydrogène 0.3% dans du PBS 

1X (v/v préparé extemporanément) pendant 15 minutes pour inhiber l’activité peroxydase 

endogène. Les lames sont encore une fois lavées dans du PBS 1X + Tween 0.1% (v/v) 

pendant 5 minutes. Une dernière étape de lavage avec du PBS 1X + Tween 0.1% + triton 

X100 0.1 % (v/v) est nécessaire pour perméabiliser les coupes. Les sites aspécifiques sont 

bloqués par de la BSA 2% (W/V) pendant une heure. Les coupes sont incubées avec le 

premier anticorps (anti-PEBP au 1/1000 ou autre) la nuit à 4°C. Le lendemain, les lames sont 

lavées 3 fois dans du PBS 1X + Tween 0.1 %  pendant 10 minutes puis incubées avec 

l’anticorps secondaire (anti-IgY de poule produit chez l’âne couplé à la peroxydase au 1/1000 

ou autre) pendant 1 heure à température ambiante. Finalement les lames sont lavées 3 fois 

dans du PBS 1X + Tween 0.1 % pendant 10 minutes avant que la réaction soit révélée 

avec  du diaminobenzidine ou DAB. La réaction est par la suite arrêtée dans de l’eau 

déminéralisée. Les lames sont contre-colorées à l’hématoxyline, réhydratées dans des bains 

d’éthanol de concentrations croissantes et montées en depex (référence). 
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Au début des expériences, une étape de démasquage des antigènes est réalisée juste avant 

l’étape du traitement des peroxydases endogènes. Ce traitement nécessite un chauffage des 

lames dans un tampon de démasquage à base de citrate pour améliorer l’intensité des 

marquages sur les coupes en paraffine. Par contre quand les expériences sont réalisées sans 

démasquage, le marquage attendu est plus spécifique. 

Le protocole d’immunohistochimie appliqué sur les coupes de testicules en paraffine est 

utilisé pour l’immunohistochimie sur les spermatozoïdes fixés sur lames avec la seule 

différence que les lames ne sont pas déparaffinées ni hydratées. Dans le cas de 

l’immunofluorescence, l’anticorps secondaire est remplacé par un anti-IgY de poule couplé à 

un fluophore  547 ou 477 et l’incubation se fait à l’abri de la lumière. Les lames sont ensuite 

colorées au DAPI, qui est une molécule fluorescente capable de se lier fortement à l’ADN, 

pendant 2 minutes. Enfin, les lames sont lavées dans de l’eau déminéralisée, séchées dans 

l’étuve à 37°C avant d’être monté en Fluoromount, un milieu de montage anti-fadding. 

Acquisition des résultats 

Les photos sont prises au microscope AXIOPLAN Zeiss avec les objectifs 10, 20 et 40X avec 

les filtres correspondants dans le cas d’un anticorps secondaire couplé à un fluophore. 
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Conclusion et perspectives 
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Nous ne présentons pas ici les discussions de chacun des articles présentés au chapitre 

résultats. 

Les circonstances et les aléas de notre travail nous ont conduite à l’obtention  de ces résultats 

qui nous apparaissent intéressants mais ne forment pas un ensemble homogène. Néannmoins, 

je souhaiterais tirer ici un certain nombre de conclusions et envisager quelques perspectives 

pour valoriser les travaux effectués. 

En ce qui concerne GPA2 et GPB5 ; l’expression de GPB5-His en système baculovirus-

cellules insectes a été finalement réalisé au sein de l’équipe (mais trop tardivement pour la 

thèse) et les résultats concernant la structure de GPB5 deviennent disponibles petit à petit. 

 GPB5-His a été  purifiée sur une colonne Ni-NTA. Une fois purifiée, elle est passée sur une 

colonne Sephadex HR75 relié à une HPLC. La GPB5 récupérée est utilisée pour la fabrication 

des anticorps anti-GPB5 chez le lapin et la poule. Les capacités potentiels de ces anticorps ont 

été testé sur les fractions purifiées et ils s’avèrent etre spécifiques dans les conditions réduites 

et non réduites.  

 

L’obtention de ces anticorps constitue un outil très important pour la recherche des protéines 

naturelles qui depuis 2002 n’ont jamais été mise en évidence. Le problème majeur est qu’il 

faut déterminer à quel moment il faut faire les prélevements d’organes surtout pour avoir tous 

les stades de développement, pour un modèle bovin ce n’est pas du tout facile. Bien que ces 

anticorps puissent aussi être utilisés dans des tests immunohistochimiques sur des coupes de 

tissus ou sur des embryons in toto, dans des immunoblotting ou même 

d’immunoprécipitation,  la formation de colonne d’affinité pour la recherche de partenaires 

protéiques, ces anticorps sont particulièrement utiles pour mettre au point un dosage Elisa, qui 

sera réalisé pour la première fois pour ces protéines à l’état natif.   

 

La production de la GPA2 recombinante constitue donc une étape très importante dans l’étude 

de la structure de GPA2/GPB5 et etudié leur interaction si elle existe. Une fois que les deux 

protéines seront obtenues en quantité suffisante, l’étude de leur activité PDI pourra aussi être 

envisagée. 
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Durant cette thèse, la PEBP testiculaire bovine a été purifiée avec des étapes moins lourdes 

que celles qui été utilisées il y a quelques années. La PEBP, purifiée en quantité suffisante a 

permis d’entamer des études sur sa structure et la production des anticorps spécifiques chez le 

lapin.  L’obtention des anticorps spécifiques contre la protéine purifiée a permis d’élaborer 

pour la première fois un dosage Elisa fiable contre la protéine native. 

 

Le  mécanisme biologique d’action de la PEBP reste à élucider, mais il a été initié par des 

recherches d’expression de la PEBP au niveau de certains tissus par des tests 

immunolohistochimiques pour voir dans quel type cellulaire, cette protéine est exprimée. Les 

résultats d’immunohistochimie montrent que la PEBP est présente dans les testicules bovins 

en grande quantité et à des stades spécifiques. Turner et ses collaborateurs ont décrits un rôle 

de la PEBP dans la spermatogenèse chez le rat, bien qu’ils n’aient pas développé une 

technique sensible à la détection de la PEBP, mais ils ont suggéré qu’une technique capable 

de mesurer la PEBP dans le sang pourrait être un moyen efficace pour monitorer la 

spermatogenèse d’une façon invasive, surtout qu’ils ont montré que ce sont les cellules 

germinales qui sont productrices de telle protéine (Turner et al., 1996). La PEBP-2 spécifique 

du testicule chez la souris, est aussi stade spécifique et apparait pendant la phase tardive de 

méiose suggérant un rôle dans la maturation du sperme post-testiculaire (Hickox et al., 2002). 

Un autre rôle probable est d’être un inhibiteur de protéines à serines comme son rôle montré 

par Hengst et ses collaborateurs au niveau du cerveau (Hengst et al., 2001). La présence des 

composants de la voie de signalisation MAP-Kinase au niveau testiculaire surtout au niveau 

des cellules haploïdes germinales (Berruti, 2000, Saunders et al., 1995, Wadewitz et al., 

1993),  suggère aussi un rôle de la PEBP, pas seulement dans l’inhibition de Raf-1  (activité 

RKIP) mais aussi dans la régulation de sa phosphorylation. A plus long terme, l’objectif sera 

de continuer la caractérisation biologique, physicochimique et sructurale de cette PEBP 

bovine testiculaire.  

 

Nous envisageons ainsi une re-analyse de cette protéine par une spectrométrie de masse plus 

sophistiquée pour une meilleure résolution et surtout aussi pour comprendre la nature du 

doublet (Δ = 212-218)  que l’on voit sur les gels, et qui ne disparait pas en chauffant la 

protéine à 100°C  mais qui disparait par réduction même à température ambiante. Ceci 

suggère l’implication d’un pont S-S ou d’une liaison S-O dans la formation de cet adduit 

inconnu d’environ 215 Da de poids moléculaire. Il est certain que l’identification de cet adduit 
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serait d’un aide précieuse pour la compréhension de la distribution et/ou  les fonctions de la 

PEBP. Concernant  la distribution, il faut se souvenir que la séquence de la PEBP ne 

comporte pas de peptide signal. Or, malgré tout, la PEBP est trouvée à la membrane et même 

secrétée en plus de sa localisation cytoplasmique attendue. L’adduit pourrait-il être 

responsable de ces localisations atypiques ? Ceci serait intéressant à étudier. 

 

 Pour ma part,  je serais particulièrement intéressée à étudier les PEBP chez les plantes ; d’une 

part parce que l’enseignement universitaire au Liban manquent de spécialistes dans le 

domaine végétal et d’autre part, parce que les PEBP interagissent directement avec des 

facteurs de transcription chez les plantes et contrôlent les voies de signalisation conduisant à 

la floraison. Ces aspects me paraissent très intéressants et je souhaiterais me former aux 

études chez les plantes au cours de mon ou mes post-docs à venir. 
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Caractérisation de protéines 

bovines potentiellement impliquées 

dans la Reproduction : 

 GPA2, GPB5, PDI, PEBP  

et ubiquitine 

 

 

Résumé 

Nous avons caractérisé cinq protéines bovines  qui sont potentiellement impliquées dans la reproduction. 

Un travail de clonage a été initié qui permettra à terme de purifier les GPA2 et GPB5 recombinantes puis 

naturelles pour étudier leurs structures. GPA2 et GPB5 sont considérés comme les ancêtres moléculaires des 

sous-unités α et β des hormones glycoprotéiques. Nous avons montré la relative fragilité thermique de la 

structure quaternaire de la FSH bovine par rapport aux FSH ovine et humaine et nous avons étudié les 

propriétés enzymatiques de la PDI (Protein Disulfide Isomerase) en préalable à l’étude de l’activité PDI de 

GPA2/GPB5. Nous avons aussi purifié la phosphatidyl-ethanolamine-binding protein (PEBP) et l’ubiquitine 

testiculaires par chromatographie hydrophobe à très haute concentration de sulfate d’ammonium. A partir de la 

PEBP purifiée, on a produit des anticorps spécifiques chez le lapin qui nous ont permis d’être les premiers à 

développer un dosage ELISA fiable pour cette protéine. 

 

 

Résumé en anglais 

We characterized five bovine proteins that are potentially involved in reproduction. We started with the 

cloning of gpa2 and gpb5 cDNAs in order to eventually purify recombinant and natural GPA2 and GPB5 to 

study their possible quaternary structure. GPA2 and GPB5 are the evolutionary ancestors of Glycoprotein 

hormones α and β subunits respectively. Meanwhile, we have shown the relative quaternary structure fragility 

of bovine FSH compared to human and sheep FSH. We also studied the effect of endocrine disruptors on PDI 

(Protein Disulfide Isomerase) before addressing GPA2/GPB5 PDI activity of GPA2/GPB5 once purified. 

We succeeded to purify the phosphatidyl-ethanolamine-binding protein (PEBP) and ubiquitin from bovine 

testis by hydrophobic interaction chromatography at very high ammonium sulfate concentration and we 

produced specific antibodies (anti-PEBP) in rabbits that allowed us to be the first to develop a reliable Elisa 

assay for this protein. 


