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En semant les questions et en les retaillaizt, 

on fait fructifier et foisonner le monde 

en incertitudes et en querelles, 

comme la terre se rend fertile 

plus elle est profondénzent remuée. 

M O N T A I G N E  

( Essais ) 
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CHAPITRE 1 

- 

R E V U E  G ~ ~ N ~ R A L E  



A/ IMPORTANCE DES INTERACTIONS PROT~~INES - LIGANDS 

Une des premikes  étapes de toute activité biologique spécifique 

nécessite une interaction entre des composés biologiquement actifs et une 

structure macromoléculaire complémentaire. Celle-ci peut être : 

- Une protéine réceptrice spécifique localisée sur la paroi cellulaire ou 

à 1' int6rieu-r de la cellule (cytosol, membranes intracellulaires, mit0 - 
chondries et microsomes) . 

- Une protéine enzymatique : le composé biologiquement actif sera 

susceptible d'induire un changement allostérique de conformation et la 

modification de l'activité enzymatique. 
1 

- Une protéine nucléaire (protéine non-histone, molécule répresseur de 

JACOB et MONOD) : ltintsraction entraînera alors une influence positive 

ou négative sur  l'expression d'un gène. 

L'interaction des hormones ou autres composés biologiquement actifs 

avec des protéines-cibles est devenue un domaine du plus haut intérêt. Des 

études nombreus es sont ainsi consacré es aux interactions entre les hormones 

stéroïdes et les protéines cellulaires impliquées dans le mécanisme d'action. 

Cependant, ces protéines ne sont actuellement obtenues qu'en t rès  faible 

quantité et solis forme partiellement purifibe. La coiiaaissance de leurs 



propriétés physico-chimiques ne peut donc être qu'approximative et s e  limite 

en général à la détermination du poids moléculaire et de la constante d'affi- 

nité pour l'hormone. 

Les protéines du sérum sanguin sont d'un accès plus facile ; la 

sérum albumine, en particulier, est à l'origine de nos connaissances de base 

sur les interactions protéines-ligands. L'attention a ainsi été portée sur  

deux phénomènes intimement liés à la fonction des protéines sériques : 

celui du transport des ligands et celui de l'effet de la liaison sur  l'activité 

biologique du ligand. 

B/ HISTORIQUE 

. . . . . . . . . . . . . . . . 

La liaison entre un ligand et une protéine a sans doute ét6 observée 

pour la première fois en 1903 : un anatomiste allemand, HEiDEKHAIN (l), 

décrivit la dialyse de colorants azoïques à travers une paroi en parchemin 

et montra que l'addition de sérum albumine inhibait cette dialyse. Il en 

déduisit qu'un complexe colorant-albumine s'était formé, lequel avait une 

taille trop importante pour dialyser. Une conséquence importante des liaisons 

protéine-ligand dans un organisme vivant était ainsi découverte : le ligand 

lié ne peut plus diffuser et sa répartition dans l'organisme doit suivre celle 

de la protéine transporteuse. 

La nature de la liaison (adsorption physique réversible ou union 

chimique irréversible) a été l'objet de nombreux débats et la réversibilité 

de l'association protéine-ligand nia pâs été facilement admise. Le com- 

mentaire suivant (MATHEWS) (2) montre comment pouvaient parfois être 

ridiculisées certaines expériences, il concerne la réversibilité de l'inactiva- 

tion de l'atropine par les protéines sériques PTORM VAN LEEUWEN et 

ZEIJDNER) (3) : " Les colloldes, ces corps magiques, ont jet6 un sort 



à l'atropine ; ils l'ont transformée de telle façon que, pendant un certain 

temps, elle est devenue autre chose. Les auteurs expliquent le fait en 

l'appelant un cas d'adsorption ". 
La liaison entre stéroïdes et protéines sériques a été montrée 

dès 1922 par LECOMTE DU NOUY (4), mais il s'agissait alors d'acides 

biliaires et non d'hormones. La première démonstration d'une liaison 

entre hormones stéroïdes et protéines sériques fut sans doute réalisée 

par BRUNELLI en 1935 (5) : l'œstrone ajoutée à du sérum ne dialyse pas 

à travers une membrane de collodion et s e  fixe sur une fraction précipitant 

à pH acide et nommée "globuline". 

L'existence d'une protéine plasmatique liant spécifiquement les 

hormones glucocorticoïdes a été soupçonnée par DAUGHADAY, BREMER 

et HARNETT-COLLINS en 1956 (6) par des techniques de dialyse. Elle est 

démontrée en 1958 par électrophorèse à écoulement continu sur papier d'un 

sérum contenant de la corticostérone p4d , IIAUGHADAY et KOZAK (7) 

l'appellent l'corticosteroïd biilciing globulin" (C B G). La même année, la 

présence d'une protéine ayant une affinité importante pour les hormones 

corticostéroïdes est montrée par SANDBERG et SUUNWHITE (8), ils ltap- 

pellent "transcortin". La distinction entre cette protéine spécifique et la 

sérum albumine est confirmée par ultrafiltration (UPTON et BONDY) (9). 

1"- Stéroïdes 
----------- 

Les stéroïdes sont universellement répandus dans le monde vivant ; 

ils sont, en effet, présents dans toutes les formes de vie, quel que soit 

le niveau phylogén6tique. Les vertebres sont tous capables de synthétiser 



des hormones stéroïdes (OZON) @ O ) ,  les invertébrSs tels que : 

Arthropodes, Mollusques et E chinodermes, synthétisent des stéroïdes 

en C19 et c21 (LEHOUX et SANDOR) (Il), (DE LONGCAMP et al. ) 

(i2), (THOMPSON et al. ) ( l3) .  Des hormones stéroïdes en C 27 (Ecdysones) 

sont synthétisées par les Arthropodes (KARLSON et al.) (14). Les plantes 

synthétisent et métabolisent à la fois des stéroïdes type vertébrés et des 

stéroïdes spécifiques (SANDOR et al.) (l5). Même les procaryotes possgdent 

leurs stéroïdes, et certaines esp&ces comme les Schizophytes peuvent méta- 

boliser les stéroïdes type vertébrés (BLOUGH et TIFFANY) (16). Enfin on a 

retrouvé des traces de stéranes biogènes vieux de plus de deux milliards 

d'années (BURLLNGAME et al. ) (17). 

2"- Protéines liant les stéroïdes 

..................... 

Des protéinoïdes ont été préparés dans des conditions prébiotiques 

simulées (SANDOR et SONEA) (l8). L'un de ces protéinoïdes, riche en 

acides aspartique et glutamique, s'est montré capable de lier les stéroïdes ; 

i l  a, en particulier, un nombre fini de sites de liaison. Ces  auteurs émettent 

l'hypothèse que les stéroïdes, par association avec un proténoïde, auraient 

formé un complexe macromoléculaire informationnel servant de gène primitif 

dans la protocellule sans acides nucléiques. Une fois le code génétique apparu 

les complexes stéroïde-protéine auraient évolué vers la foi~etion de reguiateurs 

génétiques puis vers le système d'information-transmis sic^ corau actuellement. 

La présence de transcortine a été montrée chez plus de 130 espèces 

de vertébrés. Son activité (exprimée en p g de cohisol lié à 4' C pour 100 n 

de sérum) varie dans des proportions trEs importantes : 0,5 pour la lam- 

proie à 110 pour l'iguane vert, en passant par 10 pour le cheval, 22 pour 

l'homme, etc . . . Ces variations s e  retrouvent à l'intérieur même d'une 

classe zoologique puisque, par exemple, la capacité de liaison est de 1 chez 



le pélican et. 19 chez le pigeon., ou bien 3 chez la baleine et 92 chez 

l'écureuil (SEAL et DOE) (19). 

Ces variations importantes de la capacité de liaison au cortisol 

reflètent vraisemblablement des concentrations différentes en trans cortine. 

Celle-ci ou une protéine voisine semble donc présente chez toutes les esp5ces 

animales, quelle que soit l'ancienneté de la classe zoologique. 

DANS LES LIQUIDES EXTRA-CE LLULALRES CHEZ LIHOMI\/IE 

Il est classiquement admis que, chez les mammifères, deux pro- 

téines s e  relaient pour transporter l'hormone stéroïde : 

- Une protéine extra-cellulaire, dont le rôle sera détaillé dans le chapitre 

suivant, consacré à la transcortine. 

- Une protéine intra-cellulaire (ou récepteur spécifique) prés ente unique- 

ment dans les cellules où s'exerce l'actibn hormonale (cellules-cibles). 

Ce récepteur intra-cellulaire capte l'hormone dès qu'elle franchit la mern- 

brane plasmique et, après une modificatiori structurale mal définie, appelée 

"activation", 11emm8ne dans le noyau. Un site spécifique de la chromatine 

(protéine non-histone) accueille alors le complexe hormone-ré cept eur et 

permet l!expression hormonale au niveau du DN A voisin (voir les revues 

générales de ROUSSEAU (2 O), Oï3'LALLE~' et SCHRADER (21), AGARIVA LL 

(22) ). 



1"- Protéines du plasma sanguin 
..................... 

Trois protéines liantes spécifiques (transcortine, SBP et ABG) 

sont connues dans le plasma sanguin de l'homme : la transcortine lie 

spécifiquement les hormones glucocorticoïdes et la progestérone, la SBP 

("sex steroid binding proteint') lie la testostérone et l'œstradiol (MERCIER- 

BODART , ALFSEN et BAULIEU (23), enfin 1'ABG ("Aldosterone binding 

globulintl) lie l'aldostérone (RICHARDSON, NOWACZYNSKI et GENEST) (24). 

Il est intéressant de remarquer qu'une autre protéine de transport, spécifiqua 

de la progestérone (PBP : "progesterone binding protein") est présente dans 

le plasma sanguin de cobaye mais pas dans le plasina humain (MILGROM, 

ATGER et BAULIEU) (25). 

Parmi ces protéines, la transcortine est la plus anciennement et 

la mieux connue parce que, présente en concentration beaucoup plus importante 

que les autres, elle a pu être détectée puis isolée plus facilement. 

2"- Protéines "transcortin-like" dans les liquides biologiques autres que le sang 

Hormis le plasma sanguin, la transcortine, ou une protéine t rès  

voisine dite "transcortin-like", a été mise en évidence dans différents liquides 

biologiques extra-cellulaires. L'identification est réalisée genéralement par 

des critères physico-chimiques (coiistai~te dt,associatioil aux stéroïdes, mobilité 

électrophorétique, taille moléculaire) et immunologiques. 

Le lait humain contient ainsi une protéine "transcortin-like" (ROSNER 

et al. ) (26) , PAYNE et al. ) (27) dont la concentration est maximüm pendant 

la première semaine de lactation puis diminue pour atteindre une valeur stable 

dix jours après l'accouchement (ROSNER et al.) (26). Cette dimjnution est 

parallèle à celle du taux de transcortine sérique, lequel était 2 à 3 fois la 

valeur normale en fin de grossesse (RACADOT et al.) (28) ; la protéine 

l'transcort.in-like'' du lait semble donc provenir d'un transfert à partir du 

plasma sanguin. Il n'est pas exclu que les rapports entre les deux protéines 

soient analogues à ceux existant entre la lactaferrine et la traiisferrine 

sérique, protéines liant toutes deux le fer.  



La présence de protéine "transcortin-like" a aussi été montrée 

dans le colostrum humain et le lait de rate (PAYNE et al. ) (27), dans le 

liquide amniotique humain (CHALLIS et BENNETT) (29). Dans ce dernier 

milieu, la concentration en proteine "transcortin-like" n'augmente cependant 

pas au cours de la grossesse et ne suit donc pas la concentration en 

trans cortine sérique. 

LA TRANSCORTINE 

A 

A/ ROLE BIOLOGIQUE 

Le rôle biologique de la transcortine et des autres protéines 

plasmatiques liant spécifiquement les stéroïdes semble double : d'une part 

la protéine protège l'hormone stéroïde circulante contre les enzymes du 

catabolisme (rôle passif), d'autre part elle irrterviendrzit dans k specificité 

du lieu d'action en dirigeant l'hormone vers les cellules-cibles (rôle actif). 

Etant donné la présence de protéine "transcortin-like" dans la cellule, cer- 

tains auteurs pensent que l'hormone pourrait pénétrer dans la cellule, liée 

à son transporteur plasmatique ; celui-ci y jouerait un rôle régulateur 

vis -&-vis du récepteur spécifique. 

1"- Protection contre les enzymes du catabolisme 

............................... 

La fraction libre du cortisol plasmatiqi1.e est relativement faible 

(8 p. 100 du &tisol total) alors que 77 p. 100  du cortiscl total sont liés 



à la transcortine et 15 p. 100 liés à la sérum albumine (ROSENTHAL, 

SLAUNWHITE et SANDBERG) (3 0). La désialidation de la transwrtine 

entraîne s a  captation hépatique et donc une augmentation de la fraction 

libre du cortisol ; ceci s'accompagne d'une diminution de la demi-vie du 

cortisol (VAN BAELEN et MANNAERTS) (31). 

2"- Rôle de reconnaissance 

------------------ 

Ce deuxiènie rôle semble, en fait, multiple, il est suggéré par 

différents auteurs. 

a) Sortie dix complexe hormone-transporteur hors du capillaire sanguin ................................................................... 

KELLER, RICHARDSON et YATES (32), en 1969, montrent que la 

transcortine augmente la spécificité d'action de l'horrrione : les signaux 

corticostéroïdes sont dirigés vers les organes ayant une perméabilité vascu- 

laire à la protéine. 

b) Reconnaissance des cellules-cibles par le complexe hormone-trans- .................................................................. 
porteur .......... 

Un résultat similaire est obtenu ppur la protéiiie plasmatique liant 

les hormones sexuelles (S BP) ; le complexe hormone-transporteur serait, 

de. plus, seul capable de "reconnaître1' les cellules-cibles (MILGROM, ATGER 

et BAULIEU) (33), (PECK, BURGNER et CLARK) (34). Cette reconnaissance 

serait rendue possible grâce à une complémentarité stérique d'un site de 

reconnaissance sur la protéine de transport et d'un site accepteur sur la 

membrane des cellules-cibles . Elle permet l'accumulation d'hormone 2 la 

surface de ces cellules et donc une entrée massive dans le cytosol. 



Une reconnaissance similaire est envisageable pour le complexe 

cortisol-transcortine, il a été ainsi démontré que la présence de transcortine 

est indispensable à l'incorporation de coi-tisol dans les lymphocytes (AMAR4L, 

SAMUELS et WERTHAMER) (35). L'incorporation du cortisol dans la cellule 

n'est pas un simple phénomène de diffusion, elle fait appel à la médiation 

d'une protéine de transport ; cette médiation a été nettement démontrée au 

niveau de la membrane plasmique des hêpatocytes de rat par RA0 et al. (36), 

mais ces auteurs n'identifient pas la protéine. KOBLINSKY et al. (37), par 

contre, montrent que la trans cortine semble impliquée dans 1' incorporation 

cellulaire du cortisol, les chaînes osidiques pouvant jouer un rôle de recon- 

missaiice. 

C) uTranscortine" cytosolique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La présence d'une protéine "transcortin-like" distincte du récepteur 

dans le cytosol cellulaire est maintenant bien établie par différents auteurs : 

cytosol du foie de rat  (KOBLINSKY et al.) (37) ; (LITWACIC et al.) (38) ; 

(BEATO et FEIGELSON) (39) et de poule (COCHET et CHAMBAZ) (40) ; 

adénohypophyse de rat (KOCH et al.) (41) (42) ; ut6rus (MILGROM et 

BAULIEU) (43) ; (ROSENTHAL et al.) (44) ; rein (FELDMAN et al.) (45) ; 

lymphocytes (WERTHAMER, SAMUE I§ et AMAM L) (46) ; cellules des 

tumeurs du sein (AMARAL et WERTHAMER) (47). 

Il est important de remarquer l'absence de transcortine dans le 

sein normal alors que 95 p. 100 des tissus cancéreux examinés par AMARAL 

et al. (47) en contiennent, y compris un cas de gynécomastie chez l'homme, 

Cette présence est accompagnée d'une augmentation du taux de transcortine 

sérique, lequel est d'ailleurs, de façon générale, augmenté dans toutes les 

affections malignes. Or  les œstrogènes, d'une part, induisent le cancer du 

sein (SHELLABARGEZ, STONE et EIOLTZMAN) (48) ; (STRONG et WILLIABIS) 

(4 9), et d'autre part potentialisent la bios yiithèse hépatique de transcortine 

(GUIDOLLET et LOUISOT) (50). Sachant que la transcortine inhibe la répofise 

des lyrnphocytus T à llantigénicité des cellules néoplasrniques et diminue la 

biosynthèse de DNA P r  les lymphocytes en empêchant ltiincorporstion de 



la thymidine (WERTHAMER, GOVINDARAJ et AMARAL) (51), il est tentant 

de penser que la transcortine est responsable de la persistance du cancer 

du sein (ANIARAL et WERTHAMER) (47). 

Le rôle de la transcortine cytosolique pourrait être de moduler 

l'interaction entre l'hormone et le récepteur (IWCH et al.) (41). Sa localisa- 

tion peut être intra ou extra-cellulaire. La présence intra-cellulaire a été 

montrée par une technique dlimmunofluorescence à l'aide d'anticorps spéci- 

fiques anti-transcortine sur  une coupe de cellules : lymphocytes 

(WERTHAlViER, SAMUELS et AMAJUL) (46), tumeurs du sein (AMARAL 

et WERTHAMER) (47). Cependant une localisation à la surface des mern- 

branes plasmiques est envisagée par KOCH et al. (52) qui montrent lladhb- 

rence de la protéine "transcortin-like" s u r  les membranes plasmiques des 

cellules pituitaires de rat. 

d) "Trans corLinen nucléaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Sur des critères immunologiques et physico-chimiques, AMARAL 

et al. (53) montrent que les hépatocytes humains contiennent de ia transcortine 

légèrement modifiée dans le noyau ; la localisation est démontrée par 

immunofluores cence. Ils montrent aussi que la transcortine sérique est 

capable d'interagir avec la chromatine : l'activité de la traiiscortine est 

inhibée apr6s dialyse prolongée mais elle est restauree par incubation avec 

de la chromatine. , 

L'expression hormonale sur  la chromatine isolée ne s e  manifeste 

pas avec le cortisol seul mais l'addition de transcortine sérique purifiée 

entraîne la transcription de RNA (AMARLiL et al.) (53). De même, à l'aide 

de la transcortine sérique que nous leur avons fournie, SAVART et DANIEL- 

LAMAZIERE (54) oiit montré que ltaction du cortisol sur un extrait chroma- 

. tinien de thymus de veau ne s e  manifeste qu'en présence de transcortine. 

Celle-ci est donc capable de jouer un rôle biologique semblable à celui du 

récepteur cellulaire ; il est vraisemblable qu'elle intervient dans un sys- 

tème complexe de régulation hormonale mettant en jeu l'hormone, la trans- 

cortine, le rBcepteur et d'autres composants non identifiés de la chromatine 

et du cytosol. 



B/ ISOLEMENT DE LA TrCANSCORTINE HUMAINE 

1"- Méthodes d'isolement classiques 
...................... 

De la transcostine purifiée a été obtenue pour la première fois 

en 1962 par SEAL et DOE (55) à partir du sang de malades atteints de 

cancer de la prostate et traités au di6thylstilbcestrol. DOE et al. (56) 

avaient, en effet, observé que cet œstrogèiie administré à des sujets mâles 

provoque une augmentation du taux de cortisol lié '), donc vra,isemblabl.enent 

de transcortine ; nous avons vu, précédemment, lliniportance de ceteeffet 

dans les cancers du sein. Leur technique consiste essentiellement en une 

chromatographie d'échange d'ions sur D. E. A. E. -celllilose et plusieurs 

cliroma,togrâp~ies d'adsorptions successives sur hydroxyapatite. Ils obtiennent 

une trans wxtilze hornog5rie en ultra, centrifugatf oi; et en irnlnuaoa .le ctrvpho ~ 5 s  e 

avec un rendement de 70 à 80 p. 100. 

D'autres auteurs s e  sont attachEs ensuite 2 améliorer les techniques 

mais la chromatographie d'échange ionique et les adsorptioris sur hydrosiyapatitc 

restent la base essentielle du fractionnemeat. 

La purification est terminée par plusieurs chromatographies succes- 

sives de gel-fiitsation : SLAUNWHITE et al. (58) utilisent, pour cela, 

du Sephadex G75 alors que MULDOON et WWESTPHAL (59) prennent du 

Sephadex G200. Afin de pouvoir traiter de plus grande quantités de séruin, 

ces derniers commençaient le fractionnement par un relargage au sulfate d'am- 

monium, tandis que LEBEAU et MULIEU (60) utilisaient la fraction I l 7  
4 

(O) Cet effet des mstrogènes avait été aussi signalé un an plus tôt par 
$3 LAUNT,VHITE et SAND RESG (57). 



obtenue par précipitation éthanoliq~ie de COHN. Le rendement en transmrtine 

obtenu par MULDOON et WESTPKAL est beaucoup plus faible que celui 

publié par SEAL et DOE (30 p. 100) ; la transcortine obtenue est homogène 

en ultracentrifugation et en immunoélectrophorèse. La trans cortine isolée 

par SMUNWHITE et al. est homogène en 6!ectrophorèse en gel de polj-acryl- 

amide. La technique de MULDOON et WESTPIUL a étê reprise par 

AKHREM et al. (61) sur une grande échelle, ces auteurs isolent ainsi des 

quantités de l'ordre de 5 à 10 pmoles' (250 à 500 mg) de transcortine, 

pure en électrophorèse en gel de polyacrylamide. 

Comme nous puvons le constater, la transcortine est obtenue 

avec des rendenlents divers mais toujours à l'état "puru, i n b e  à l'aide 

de la technique de SEAL et DOE qui est pourtant plus sommaire que les 

techniques suivantes. Nous verrons d'après les résultats que nous avons 

obtenus, que la pureté de la transcortine isolée par ces techniquas est 

douteuse. 

2'- Méthodes d'isolement par chromatographie d'affinité 

En 197'1, sont parues presque simultanément deux méthodes d1isole- 

ment de la transcortine humaine par chromatographie d'affinité : celle de 

ROSNER et BIZADLOW (62) et celle de TRAPP, SEAL et DOE (63). 
1 

La méthode de TlWPP et al. nécessite la préparation d'un gel 

d'affinité très complexe (Figure 1 A) : un dérivé de cortisol à chaîne 

thio-(p.N-1 phény1)-succinamidique est couplé à du p.aininohensoy1-Sepharase 

par 1' intermédiaire d'hexane 1,6 -N-1 -aminobenzamide. La chaîne hexanique 

et le dérivé du cortisol sont fixés successivement sur le p.aminobenzoy1- 

Sepharose par l! interrnédiair e d'une carbodiimide hydrosoluble. A cette 

complexité technique s'ajoute la 116cessité de délipidea le sérum. avant la 

chromatographie, ce que les auteurs accomplissent par chromatographie 

sur  D.E.A. E. -cellulose ; or, le volume àe sérum qui peut etre fractionné 

en une seule fois par cette m6thode est assez limité : 200 rnl avec une 

mloz~rie de 500 nim x 50 min FEAL et. DOE) (55). 



FIGURE 1 

Gels d'affinité publiés en 7971 pour 1 'is~lement de la t r z n s c c r t i n e  

humai n e  : 

A : TRAPP,  SEAL e t  !?OF. ( 6 3 )  

B : ROSNET? e t  ERADLCP' ( 6 2  ) 

- Les flEches indïquent les l i e u x  de couplage lors de la p r é p a r a t i o n  du  

l i g a n d - g e l .  



La méthode de ROSNER est beaucoup plus simple : le gel est. 

préparé par couplage d'héniiçuccinate de mrtisol à du diaminopropyl-amino- 

Sepharose (Figure 1 B). Cependant, la présence d'une liaison ester rend 

ce gel d'affinité t rès  instable. 

La. transcortine est adsorbée sur le ligand-gel, à 4" C, directement 

à partir du sérum (IZOSNER) ou 2 partir de la fraction obtenue après 

D. E. A. E. -cellulose (TRAPP). Elle est éluée, après lavage, en colonne 

avec une solution tamponnée de cortisol à température ambiante. 

TRAPP et al. montrent, par électrophorèse en gel de polyacrylamide, 

la présence de sérum albumine, dlirnmunoglobulines et d'autres fractions de 

migration interniédiaire dans l'éluat contenant la transcortine. ROSNER et 

BRADLOW n'observent, pctr électrophorèse sur  papier, que la prBsence 

dlimniunoglobulines et de transcortine. Ils pensent que ces immunoglobulines 

sont capables de lier le cortisol et calculent même, pour ces proteines qu'ils 

identifient cowme étant des immunoglobulines G, une cemstaiite d'association 

à 23" C de 0,2 x 104 M-' (64). Ce pouvoir liant nlavcit jarnais été signalé 

auparavant et n'a pas été confirmé depuis 1971 ; les préparations conlmer- 

ciales dlirnmunoglobulines ne montrent pas d'affinité de liaison au cortisol, 

Une étape de purifi cation ultérieure par chromatographie sur  

hydroxyapatite est nécessaire. Cette étape permet d'obtenir la transcortine 

pure. ROSNER et BRADZOW obtiennent la transcortine pure avec un rende- 

ment de 58 p. 100 par rapport au séruin dg départ. Cette dernière nî6l;hcjde 

présente cependant des inconvénients importants qui nous ont conduit à 

imaginer un gel d'affinité différent (LE GAILLARD, RACADOT, RACADOT- 

LEROY et DAUTREVAUX) (65) : voir le chapitre sur  les travaux personnels, 



1"- Caractéristiques d'une protéine liante spécifique 

La transcortine est une protéine liante spécifique des hormones 

glucocorticoïdes et de la progestérone ; elle est nettement différente 

d'autres protéines plasmatiques capables de lier les mêmes hormones 

mais de façqn non spécifique. Les caractéristiques d'une protéine spéci- 

fique sont une affinité élevée et une capacité relativement faible (concen- 

tration plasmatique faible). A l'inverse, les protéines liantes non spjci- 

fiques (sérum-al5umine et alpha 1-glycoprotéine acide) ont une affinité 

beaucoup plus faible (Tableau 1). 

2"- Expression mathématique de la liaison 
.......................... 

La liaison transcortine-stéroïde est équimolaire (SEAL et DOE) (55), 

elle obéit à la loi d'action de masse et peut donc être exprimée ainsi : 

où [T] : concentration molaire en transcortine libre 

Cs1 : concentration molaire en stéroïde libre 

[Td : coo.centration molaire en complexe 
trans cortine-stéroïde 

la constante d'association est : 

- - r.4 _- - - 1 
I= A [T] [sj 

( où K est la constante de dissociation ) 



TABLEAU 1 

Constantes d'affinité des  prot6ices  plasmatiques humaines 

liant le cort isol  et la progestérone : 

cor t i so l  progestérone 

- - 

s é r u m  albumine O, 006 (a ) 0,360 (') 

alpha l -glycoprotéine ac ide  O, 020 (b) 1 ,500  @) 

trans cortine 150  - 790 (C, d, e ,  f ,  g.) 700 ') 

(a) : DAUGHADAY, BREMER et HARNETT-CO LLIXS (6 )  

(b) : KERKAY et WESTPHAL (66) 

(c) : SEAL, U.S. e t  DOE, R .P .  1966 (l9) : 500 

(d) : MULDOON, T.G. et WESTPIIAI,, U 1967 (59) : 5 S O  

(e) : SCHNEIDER, S. L. et SLAUNWHITE, W.R. Jr. 
1971 (67) : 170 

(f) : LE GAILLARD, F., HAN, 1C.K. et DAUTRWAUX, 31. 

1975 (68) : 150 

(g) : WESTPHAL, U. 



Généralement, les lettres [B] ( llBoundll = lié ) 

et CU] ( YJnboundl' = non lié ) sont utilisées pour exprimer les 

concentrations en stéroïde lié [T 4 et non lié [SI , la relation /. 
précédente s'écrit alors : 

Soit LN] , la concentration en sites de liaison. 

Pa r  définition : 

[TI = C.1 - C.1 
Donc, d'après les 6quatio~s (l) et (2) : 

Si on divise par K A 

Cette relation de [BI en fonction d e  CU] est une hyperbole .J 
équilatère avec [B] a~~mpto t ique  à [NI (E.igure2). ,,- - X  ? 



F I G U R E  2 

Si la relation (4) permet thhoriquement de calculer la constante 

dlassociation K A ' il est cependant preférable d? utiliser d'autres représen- 

tations donnant une relation linéaire et non une hyperbole. Une des reprê- 

sentations les plus commodes et les plus largement utilisées est le  diagramme 

de SCATCHARD (70), lequel pose B / U en fonction de B (Figure 3) : 



F I G U R E  3 

Une droite est obtenue si les sites de liaison sont Qquivalents 

et indépendai~ts, ce qui est le cas d'une solution de transcortine pure. 

3"- Spécificite de la liaison transcortine humaine - stgroïde 
..................................... 

Trois liormones possèdent une grande affinité de liaison a. la 

transcortine ; ce sont d'une part, les horniones glucocorticoïdes (cortisol 

et corticostêrone), d'autre part la progestérone qui a une grande parenté 

chimique zivec les précédentes Figure 4). Ces trois hormones ont en 

commun la structure prég~ène-4, dioae-3,20 et ne diffèrent que par le 

nombre de radicaux hydroxyle présents. L'importance du nombre et de 

la localisation des forictions hydroxyle a. et6 mise en valeur par DE MOOR 

et al. (71) et DAUGHADAY (7) qui observent la faculté qu'ont divers stérolcles 

de deplacer le  cortisol lié a la transcortjne ; ainsi l'affin36 de liaison 

augmente progressivernent pour les derivés sl~ivants : 
,/ 
F, 
a-. 



F!GUF?E 4 : Horwnes stéroi 'deç capables de se l i e r  3 l a  t r a n s c o r t i n e  ; 18 -- 
testostérone a une a?  f i  n i  t é  beaucoup pl  us f a i h l  r que 'i es tt-oi s prcmi *c'es - 



(lJ : Hydroxy-21, prégnène-4, dione-3,20 (11. -désoxgcorticostérone) 

@ : Prégnène-4, dione-3,20 (progestérone) 

(3) : Dihydroxy-l7a , 21, prégnène-4, dione-3,20 (l1 -désoxgcortisol) 

(4) : Hydroxy-17a , prégnène-4, dione-3,20 (17 a hydrox.yprogestéroiie) 

(5) : Trihydroxy-11 p , 17 a , 21, prégnène-4, dione-3,20 (cortisol) 

@ : Dihydroxy-11 p , 21, prégnène-4, dione-3,20 (corti costêrone) 

Ces dérivés possèdent cependant tous une constante d'association 

élevée pour la transcortine (de l'ordre de IO* M-'). Les effets des 

radicaux hydroxyles sont résumés dans le Tableau II ; ils ont été partielle- 

ment expliqués par EGER et al. qui ont étudié les modifications du spectre 

infra-rouge de st6roïdes à 21 carbones en présence d'un donneur de protons 

(le p. bromophénol) (EGER, GREINER et NORTON) (72). Le comportemerit 

de la fonction carbonyle en 20 dipend de son environnement : en l'absence 

d'hydroxyle en 17 et 21 (dérivé (2) du TableauII), le arbony1.e s e  comporte 

comme accepteur de protons. L'introduction d'un hydroxyle en 21 (dérivé 1) 

le rend, au contraire, donneur de proton , ce qui pourrait expliquer sa  plus 

faible affinité. Un hydroxyle en 17 exalte le caractère accepteur de protons 

du carbonyle ; le dérivé (4), 17a hydroxylé, a donc plus d7affinit& alors 

que le dérivé (3) qui poss&de deux hydroxyles en 17a  et 21 ayant des actions 

oppesées, s e  place logiquement entre les dérivés (2) st (4). 

Les dérivés (5) et (6) correspondent respectivement aux dérivés 

Il p hydroxyles des stéroïdes (3) et (l) ; le stéroïde (5) devrait donc avoir 

une affinité plus grande que le (6). En fait, leurs affinités sont t rès  voisines 

sinon identiques ; il est vraisemblable que l e  rôle du carbonyle en 20 est 

ici masqué par la présence du I l  p hydroxyle. DAUGHADAY et KOZAK (7) 

ont, en effet, montré que la présence d'un hydroxyle en 11 augmente l'affi- 

nité s'il es t  en position p mais la diminue s'il  est en positioi~ a . 

Le carbonyle 20 et lvhydroxylc 11 f3 jouent donc un rôle dans la - 
liaison à la transcoi-k.ine. Ils ne sont cependant pas indispensables puisque 



TABLEAU II 

EFFET DU NOMBRE ET DE LA IDCALISATION 

DES RADICAUX HYDROXSLES DE LA PREGNENE4 -DIONE 3,20 

SUR L'AFFINITE DE LIAISON A LA TRANSCORTINE 

( Les numéros 1 à 6 correspondent à. des  dérivés  

de  la prégnène-4 -dione 3 , 2  0 d'affinité croissante  ) 

D'après DE MOOR et  al. (71) et  DAUGHADAY (7) 

Dérivés de la 

prégnène dione pa r  o r d r e  

d'affinité croissante 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

R 1  
----------- - 

11 p 

- 

- 

- 

- 
I 

OH 

OH 

R 2  
---.------- -------.----.- 

2 1 

OH 

- 

OH 

- 

OH 

OH 

- 

R 3  
---------- 

17 a 

- 

- 
-- 

OH l 
OH 

OH 

- 



la progestér+o~n (sans hydroxyle en 11) a aussi une forte affinité ; la 

testostérone (sans carbonyle 20, Figure 4) a une affinité nettement plus 

faible mais est encore capable de s e  lier à la transcortine. Deux éléments 

sont indispensables à la liaison : une fonction cétone en 3 et une double 

liaison en 4 , 5  . 

La nlodification des substituants du carbone 21 dans les hormones 

glucocorticoïdes modifie peu ltaffinitQ de liaison : le 21 désoxycortisol 

(DAUGHADAY et KOZAK) (7), le 21 déhydrocortisol (OHTSUKA et I(O1DE) (73), 

les 21-esters de cortisol (TRAPP, SEAL et DOE) (63) ou de corticostérone 

(LEBEAU, BAULIEU et al. ) (74) ont tous une forte affinité pour la transcortiiu 

La transcortine humaine ne lie pas ou t rès  peu des stéroi'des glues- 

corticoïcles de synthèse comme le 9-fluorocortisol et la déxaméthzsone 

(1,2 -déhydro-9-fluoro-16 a -métlnylcortisol) (SANDBERG -- et al. ) (75), elle 

diffère en cela non seulement du réceptecir cellulaire, mais aussi de certaines 

transcortines animales comme celle du chien (GILL et C(301;) (76) et celle 

de la poule (COCHET et CHAMBAZ) (77) qui sont, elles, capables de l ier  

la déxain6thasone. 

4"- Facteurs de stabilité 

a) Température . . . . . . . . . . . . . . L 

La transcortine présente un maximum d'affinité de liaison au 

cortisol à 4" C : l'affinité décroît avec l'a~igmentation de la température 

pour s'annuler à 45" C si la transcortine est purifiée, ou à 60" C s i  elle 

est dans son milieu naturel, l e  plasina (DE MOOR et al.) (71). Cette 

annulation est accompagnée d'une dénaturation irréversible de la protéine. 

La constante d'association est ainsi 20  fois plus faible 2 37" C 

qu'à 4" C (WESTPHAL) (78) ; @TROUPE -- et al.) (79) . 



Un maximum d'affinité a é té  t rouvé à pH 8 pour le cortisol 

(DE MOOR, STEEN0 et DECKX) (80) ; (LE GAILLARD e t  a l . )  (81) ; 

(CHAN et SLAUNWHITE) (82) e t  à pH 8 ,5  pour la progestérone (CHAN 

et SLAUNWHITE) (82). Une dénaturation i r révers ib le  est observée  à 

pH inférieur ou égal  à 5 (DAUGHADAY e t  MARIZ) (83) ; (LE GAILcLARD 

et a l . )  (81) ; (CHAN et SLAUNWHITE) (82) e t  à pH supér ieur  ou égal 

à 0 , 8  (WESTPHAL) (84) ; (CHAN et SLAUNWHITE) (82) . 

E n  mil ieu non tamponnê, il y a une tendance ve r s  une dénaturation 

i r r éve r s ib l e  (MU LDOON et  WESTPHAL) (5 9) . 



R E S U L T A T S  P E R S O N N E L S  



CHAPITRE II 

- 

ISOLEMENT DE LA TRANSCORTINE 

A - ISOLEMENT PAR LES METHODES CLASSIQUES 

B - ISOLEMENT FAR CHROMTOGPIAPHIE D' AFFINITE 



Dans un premier temps, nous nous sommes attaché 2 fractionner 

du sérum selon les techniques classiques, puis, devant les difficultés ren- 

contrées et le développement croissant des méthodes de chromatographie 

d'affinité, nous avons tente d'isoler la transcortine d'après la méthode de 

ROSNER et BRADLOW (62). Cette méthode, bien que séduisante, ne nous 

a pas permis l'obtention de transcortine. Nous avons alors tenté d'en 

analyser les raisons, ce qui nous a conduit à imaginer une méthode de 

chromatographie d'affinité palliant les inconvénients des dei= techniques 

citées dans le chapitre précedent. 

A/ ISOLEMENT PAR LES METHODES CLASSIQUES 

1"- Relargage au sulfate d'amnionium 

....................... 

Disposant de quantités appréciables de sérum ( ' ' poo l~ '~  d1échan- 

tillons divers collect6s dans un laboratoire de biologie clinique ), nous avons 

appliqué le fractionnement au sulfate d'ammonium pr6conisé par MULDOC)N 

et  WESTPHAL (59). Comme pour ces auteurs, les sérums que nous avons 

utilisés proviennent de sujets normaux quant à leur taux de transcortine 

alors que les autres auteurs partent de sérums de sujets traités au diéthyl- 

stilboestrol, ce qui augmente fortement le taux de transcortine sérique. 

Trois classes de protéines sgriques sont obtenues : 

1 : Protéines précipitant à 40 p. 100 de saturation en sulfate d'amrnoni~rn - 
surtout des immunoglobulines. 



2 - : Protéines précipitant à 63 p. 100 de saturation en sulfate d'am- 

monium : surtout de la sérumalbumine. Cette fraction 

contient la transcortine. 

3 - : Protéines solubles à 63 p. 100 de saturation. 

Les études électrophorétiques en gel de polyacrylamide et en 

immunoélectrophorèse de ces différentes fractions montrent que celles-ci 

restent t rès  complexes et leur interprétation difficile. 

Partant de 1 , 5  l i tre de sérum, soit environ 100 g de protéine, 

on récupère, dans la fraction 2 contenant la transcortine, 15,3 g de protéine. 

2" - Chromatographie s u r  D . E . A. E. - cellulose 
............................ 

C'est une chromatographie d'échange d'ions. Les protéines sont 

fixées d'autant plus fortement que leur pH isoélectrique est bas. Leur élutiori 

est assurée par passage d'un tampon à pH décroissant et à molarité croissante. 

Nous avons utilisé la technique en gradient discontinu de SOBER et, 

PETERSON (85) appliquée par SEAL et DOE (55) à l'isolement de la t rans-  

cortine. 

I 

La solution de protéines à déposer est mise en contact avec un 

mélange de cortisol froid pour saturer la transcortine à 4" C et de 
- 

cortisol [3 H] pour la "marquer". 

= Rendement 

6,5 g de protéines sur  les 15,3 g initiaux sont obtenus ; on élimine 

donc 58 p. 100  des protéines de départ. 



= Détermination de l'activité spécifique 

La radioactivité totale de la fraction lyophilisée est calculée, 

puis divisée par le poids de protéine lyophilisée, on détermine ainsi le 

nombre de CPM par mg de prot6ine. Cette activité spécifique augmentera 

avec la purification. Elle est ici d'environ 250 CPM/mg. 

3"- Adsorption sur  hydroxyapatite en batche 

La propriété qu'a llhydroxyapatite d'adsorber les protéines a été 

décrite par TISELIUS, HJERTEN et LEVISN en 1956 (86) : ces auteurs 

proposent un traitement du phosphate de calciüm permettant une adsorption 

reproductible. C' est cette propriété que SEAL et DOE ont appliquée à 

l'isolement de la transcortine dès 1962 (55). 

Selon ces derniers, ainsi que pour MULDOON et WESTPHAL (59) 

et ROSNER et BRADLOW (62), la transcortine présente la particularité dc 

ne pas être adsorbée sur hydroxyapatite en tampon phosphate de pH 6 ,8  et 

de très faible molarité (0,001 M). 

= Rendement 

Partant de 3,5 g de protéine, on obtient 400 à 500 mg de protéines, 

soit environ 13 p. 100. La radioactivité totale est, par contre, retrouvée 

à 85 p. 100. 

= Enrichissement 

L'activité spécifique passe de 260 à 1670 CPM /mg. 



4"- Chromatographies sur  hydroxyapatite en colonne 

................................ 

= Purification 

Deux chromatographies successives sont realisées dans deux 

colonnes de taille différente (1 et II). La purification y est de 20 fois 

dans la colonne 1, elle est donc plus importante que celle obtenue par 

SEAL et DOE (4 fois). MULDOON et WESTPHAL (59) obtiennent une 

purification de 42 fois après 4 chromatographies successives sur  colonne 

dlhydroxyapatite. 

Dans la colonne II, la purification est légèrement inférieure à 

2 fois ; presque toute la protéine non radioactive est apparemment adsorbée 

puisqulun seul pic protéique est obtenu. La coïncidence de ce pic avec le 

pic de radioactivité n'est cependant pas totale. 

En immunoélectrophorèse, 2 a rcs  sont visibles (1 majeur et 

1 mineur) sur  lléluat radioactif de la colonne 1 et celui de la colonne II. 

L'arc majeur correspondant à la transcortine d'après sa  mobilité électro- 

phorétique. 

Par  électrophorèse en gel de polyacrylamide, 2 zones sont visibles 

dès le passage sur  la colonne 1 , la plus irnporiante étant la 

transcortine (S LAUNWIIITE et SAND BERG) (5 8). La bande mineur? dimime 

après passage sur la colonne II. 

= Rendement 

Partant de 500 mg de protéines, nous en récupérons, après la 

colonne 1, environ 30 mg, soit 6 p. 100. 90 p. 100 de la radioac%ivité 

y sont retrouvés. 

Après passage dans la colonne II, 58 p. 100 des protéines déposées 

sont récupérées. Pratiquement, toute la radioactivité est retrouvee. 



= Enrichissement 

L'activité spécifique passe de 1670 à 24 200, puis à 41 000, ce 

qui correspond bien au pourceistage de protéines r6 cupgrées . 

= Remarque 

L'existence de la protéine souillant la transcortine aprEs cetee 

étape a été remarquée par SLAUNWHITE et SANDBERG (58) : ces auteurs 

recyclent leur préparation de proteines sur la même colonne dfhydrox;yapatite 

jusqulà ce qu'il ne reste plus que 2 zones en gel de polyacrylamide (nous 

l'avions obtenu dès le premier passage, gr$ce sans doute, à la qualité diffé- 

rente de l'hydroxyapatite employée). Ils font les constatations suivantes : 

- Cette deuxième zone constitue (malgré son aspect miileurj 50 p. IO0 Ge 

protéines après le dernier recyclage. 

- Cette protéine s e  colore donc faiblement avec llAmidos chwarz (colorant 

employé pour s a  révélation). 

Ils l'éliminent par gel-filtration sur S ephadsc G75. 

5"- Conclusion 
----------- 

La transcortine obtenue est encore impure et nos tentatives de 

purification ultérieure par gel-filtration n'ont pas abouti, si ce n'est à une 

dénaturation de la transcortine. Même au stade de purification atteint, la 

transcortine se montre bien fragile et l'addition d'un réducteur (i'ascorbate 

de sodium) au tampon d'élution s'est révélée nécessaire lors de la dernière 

chromatographie. 

Face aux maigres résultats obtenus par rapport à la rr,éthodologie 

t rès  longue mise en muvre, nous avons porté nos espoirs vers la chr~rnato- 

graphie d' affinité. 



B/ ISOLEMENT PAR CHROnILtlTOGRAPHIE D'AFFINITI? 

La chromatographie d'affinité est basée su r  les propriétes 

biologiques spécifiques des substances à isoler. La plupart des macro- 

mol6 cules biologiques possèdent une région hautement spécialisée, destinée 

à une fonction unique : le site actif ; la fixation covalente, s u r  lui 

support solide, d'une molécule complémentctire de ce site (ou ligand) per- 

mettra l'adsorption de la macromoléc~le au support. La technique d'iso- 

lement, basée su r  cette adsorption bio-spécifique, fut appelée "chromato- 

graphie d'affinité" en 1968 par CUATRECASAS et al. (87) ; elle a fait 

l'objet d'une Atude détaillée dans notre thèse de Doctorat en Pharmacie 

(LE GAILLARD) (88). 

l0- Résultats obtenus avec la méthode de ROSNER et BRADLr3W (62) 

La technique de ROSNER consiste à coupler de llhémisiiccinate de 

cortisol à de llamino-Sépharose. Le cortisoiSépharose obtenu est mis en 

contact avec du sérum et en adsorbe la Lraqscortine. Nous avons vainement 

tenté d'appliquer cette technique : de fait, aprEs contact entre le serum 

et le cortisol-§épharose, on peut mettre en 6vidence par fluorimétrie des 

quantités t rès  importantes de cortisol dans le sérum s~rnâgeanit ; même 

apr&s des lavages répétés du cortisol-Sépharose à l'aide de dioxanne et de 

diméthylformamide à 50 p. 100,  nous retrouvons du cortisol dans le liquide 

surnageant. 

11 semble que la liaison ester de llhéinisuccinate couplé à l 'anino- 

Séphaross soit facilement hydrolysée dans le sérum. HUBENER et SCH?JI'I-iT 

(89) ont ainsi montré que les esterases du sérum sont capables d'hydrolyser 



les esters des hormones stéroïdes ; ceux-ci sont notamment beaucoup 

plus labiles quand la fonction alcool est primaire et quand l'acide estérifiant 

a une longue chaîne (4 à 12 carbones), ce qui est le cas dans le couplage 

de llhémisuccinate de cortisol à llaminoSépharose qui a pour consequence 

d'allonger considérablement la chaîne acide estérifiant le cortisol. Lorsque 

du cort,isolSépharose est conservé à 4" C dans une solution antiseptique 

d'azide de sodium à 0,02 p. 100, du cortisol apparaît dans le liquide sur-  

nageant : sa coacentration augmente avec le temps, ce qui traduit une 

libération continue du cortisol, même en l'absence de sérum. 

L'instabilité du cortisolSépharose de ROSNER nous a incité à 

rechercher un gel d1affinit6 sans liaison ester, mais de préparation moins 

complexe que le cortisolSépharose de TRAPP, SEAL et DOF (63), d'autant 

plus que ce dernier présente l'inconvénient de né cessiter un fractioxmernent 

préalable sur  D . E. A. E . -cellulose. 

a) Principe . . . . . . . . . . 

Le but étant dlobteiiir un gel d1affinit6 stable, nous noris sommes 

orient& vers la préparation dl un stéroïde, analogue du cortisol, possédant , 
une fonction carboxylique de manière à former une liaison amide stable 

avec un support aminé. Ce stéroïde ne doit pas porter de liaison ester 

comme llhémisuccinate de cortisol. 

Les substituants du carbone 21 des stéroïdes semblent avoir peu 

d'importance dans l'affinité de leur liaison avec la transcortine ; en effet, 

la progestérone (DE MOOR et. al.) (71), le 21-désoxycortisol (DAUGHADAY) (90 

e > 
HCAC : Acide 11 P -hydroxy-3 -céto -4 -androst.ène-1 7 P -mrbxj7Lique. 



le 21-déhydrocortisol (OHTSUKA et KOLDE) (91j, les esters de cortico- 

stérone (LEBEAU et al.) (74) et de cortisol (TRAPP et al.) (63) s e  lient 

tous fortement à la transcortine. Nous avons alors tenté de substituer 

un atome d'azote au carbone 21 lui-même. Cette opération a été réalisée 

après oxydation periodique de la corticostérone puis par couplage du produit 

obtenu (HCAC) à de l'amino-Sépharose (Figure 5). 

b) La. liaison HCAC - transcortine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

L1affinit6 de la transcortine pour le HCAC a été étudiée par dialyse 

à l'équilibre. Des fioles Packard sont garnies par 15 ml de tampon phosphate 

de sodium 0,05 M, pH 7,4 contenant des antibiotiquesç) et une dose traceuse 
-6 

d e 3 7 , 5  x 1 .0 '~  PC  de cortisol G , 2  3iJ , représentant 1,25 x 10 

 mole . D'autre part, 30 p Moles de HCAC (10 mg) sont dissoutes dans 

10 ml d'éthanol absolu, puis des dilutions sont préparées dans du tampon 
-3 -3 

pour obtenir des concentrations successives de 300 x 1 0  , 30 x 1 0  , 
3 x 1 0 % .  0,3 x l o s  pmoles par ml. Des aliquots de 0 , l  ml de ces 

dilutions sont ajoutees respectivement à 4 fioles. Dans une 5ème fiole qui 

servira de témoin, on ajoute 0 , l  ml de tampon seul. Chaque fiole reçoit 

ensuite un sac de dialyse en cellophane contenant 1 ml de solution à 
-3 

33 x 10 -6 p moles de transcortine (1,72 mg x 1 0  mg) et 72 x 1 0  -6 p moles 
-3 

de cortisol (26 x 1 0  pg) par ml. Le tout est laissé s ~ u s  agitation % 3" C 

pendant 48 heures, puis les radioactivités internes et externss aux sacs à 

dialyse sont mesurées. Chaque expérimentation est réalisée en double 

(Tableau III). Les résultats exprimés dans la Figure 6 montrent que le 

HCAC possède moins d'affinité pour la transcortine que le cortisol puisque, 

pour déplacer 50 p. 100  du cortisol lié, une quantité de HCAC environ 7 fois 

supérieure à celle du cortisol est nécessaire. Pour cette raison, le serum 

devra être débarrassé de son cortisol endogène avant la chromatographie 

d'affinité. Ces résultats ne sont cependant qu'indicatifs, car la liaison cie 

la fonction carboxylique du HCAC à l'amino-Sépharose modifie vraisemblable- 

ment cette &finité. 

(") Streptomycine : 0,02 mg par ml Pénicilline : 500 U. par ml. 



O-NM-(CH211 
I 
N H 

O I:H113-NH# 

Sepharose 

H.C.A.C. -SEPHAROSE 

D.C.C.I. f dioxanne 

H.C.A.C. + amino-Sepharose \ 

cort icostérone 
FIG.  5 - H.C.A.C.-Sepharose préparé pur co~ii,lu,qe 

de  H.C.A.C. à de I'aniino-Sepliurose, par l'znlernté zarre 
de dicyclohexylcarbodiimide, en mi l ie f i  diorcanne. 
L'H.C.A.C. est ohte~iu par oxydation periodiquc de , la corticostérone. L'aliiino-Septiarose est ol~tenii par 

fixation de 3,3' dia~iiinodipropylarni~~' sur du Sephn- 
rose 4i3 activé par le bromure de cyanogéne selon la 
technique de Cuatrecasas i231. 



Polirce~ztage (le cortisol dépltrci d'line même solution de fra~iscortine par des doses 
croissantes de H.C.A.C. Les nzesirres sont réalisées par dialgses il l'équilibre 
avec iir~e cortcenfratiori en cortisol ayant 11ne activité spécifiqlie de 0.9 x 
109 C.P.M. par pllole. 

I 

ZI. C. A .  C. 1 I tappor t  CPJl/ml CPM/inl i Pourcen t age  
a j o u t é  B. (2. A .  C. io tér ie i i r  du sac  I ex té r i eu r  du s ac  d e  cortisol déplacé  

ji x 10-3 paioie) cortisol-' 1 . 

F I ~ .  6 - Ponrrentayes de cortisol déplacé par des 
doses crotssar~tes de H.c .A.c .  ajoutées ù irne soli<tion de 
franscortirie el de cortisol de concentration constante. 



c) Couplage de ltHCAC à ltamino-Sépharose .......................................... 

Pour mesurer le taux de fixation de llHCAC à llamino-Sépharose, 

2 m.moles de corticostérone sont ajoutées à 10 pC de corticostérone 

[1,2 3 ~ ]  (New England ~ u c l e a r  50 C /mMole) et oxydées selon la méthode 

détaillée au chapitre te chnique. 5 ml  dtamino-Sépharose sont traités avec 

0,5 mmole de 1' HCAC tritié obtenu. Après lavage, la radioactivité du gel 

est mesurée : 0,5 ml et 1 ml de gel dilué au demi par de lteau distillée 

sont comptés dans 15  ml de liquide scintillateur au dioxame contenant 

3 ,8  p. 100 (P /v) de Cab-OSi1 (Eastman). Parallèlement, sont comptés 

des témoins contenant du cortisol [l, 2 H] d'activité spécifique connue 

et les mêmes volumes de Sépharose. Après un nouveau cycle de fixation 

de 1' HCAC, les mêmes dosages sont effectués. Le premier cycle fixe 

0,5 pmole de HCAC par ml de gel et 0,7 p mole de HCAC supplémen4taires 

sont couplées après le deuxième cycle. 

Il peut sembler inutile d'effectuer deux cycles puis de diluer 

1' HCAC-Sépharose obtenu avec un volume égal de Sépharose. Cependant, 

le gel ainsi dilué présente moins dfadsorption non spécifique vis-à-vis des 

protéines. 

3"- Chromatographie d'affinité 

La technique utilisée est une variante de celle de ROSNER et 

BRABLOW (62) que nous avons adaptée aux propriétés particulières de notre 

a) Adsorption de la transcortirie sur le HCACSépliarose .................................................... 

4 litres de sérum sont dialysés pendûnt 48 heures contre 20  litres 

de NaCl 0,2 M qlilon change une fois après 24 heures. Il est ensuite dêbar- 

rassé des corticsstéroi'des endogènes par addition de 20 g de charbon N o r i t  



(Prolabo) et 2 g de Dextran T 70 (Pharmacia) par litre de sérum. Après 

incubation d'au moins 30 minutes à 37" C, le sérum est centrifugé 40 minutes 

à 3.000 tours/minute à 20" C, puis filtré sous vide sur  un entonnoir Büchner 

garni de papier filtre Whatman 54 SFC. 

Le sérum est ensuite ajouté à 200 ml de HCAC-Sépharose dilues 

avec 200 ml .de Sépharose 4B. L a  suspension est agitée à la température 

du laboratoire pendant une heure puis à 4" C pendant 6 heures. Apres 

adsorption, le sérum surnageant est décanté, puis le gel est lavé à 4" C 

dans un entonnoir Büchner à verre fritté no 2 avec environ 200 ml de tampon 

phosphate de sodium 0,05 M-NaC1 0,2 M de pH 7,O. Il est ensuite transféré 

dans une colonne thermostatée à 4" C (5 cm x 30 cm). Le lavage y est 

poursuivi avec le même tampon jusqu'à ce que la densité optique à 280 nm 

de l'effluent soit inférieure à 0 , l  : environ 3 heures à un débit de 10 m l  

par minute (écoulement libre de la colonne). 

L'adsorption de la transcortine sur  le gel est mesurée en utilisant 

une propriété particuli&re de celle-ci : l'inactivation irreversible à 60" C 

décrite par DAUGHADAY et al. (92). Cette inactivation est d'autant plus 

grande que le taux de cortisol dans le milieu est faible (DOE, FERNANDEZ 

et SEAL) (93) ; ici elle est totale car le cortisol a été adsorbé sur  charbon- 

dextran. 

1 ml de sérum traité au charbon-dextran et 1 ml du sérum surnagean 

le gel sont dilués avec 4 ml de tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 7,4.  

Une dialyse multiple à l'équilibre (DAUGHADAY) (94) ; (WESTPHAL et al .)  (95) 

est réalisée : 8 sacs de dialyse (4 sacs en double exemplaire) contenant 

r e ~ ~ e c t i v e ~ n e n t  1 ml de la dilution du sérum, 1 ml de la dilution du sérum 

surnageant et 1 ml des mêmes dilutions incubées 30 minutes à 60" C, sont 

plongés dans un même récipient. Celui-ci est rempli de 80 ml de tampon 

contenant 0,3 p g de cortisol et une dose traceuse de 0,2 C de cortisol 

C l ,  2 H) (3 0 C par mMole). Le tout est laissé sous agitation 4 8 heures 

à 4" C puis la radioactivité externe et les radioactivités internes sont mesurées 

(Tableau IV). Les valeurs correspondant au cortisol lié du sér im'  (c) et du 

surnageant (d) incubes à 60" C, sont dues aux protBines liantes autres que 



TABLEAU / V 
RPsizlfals d'iznc ciialyse 111zrltil)le d'éqrzilibrc de 118 h il 4'C d ' r ~ r z  sC>rrlm traité ail 

clrarbo~z-dextrax~ et dir mérne sérrinz uprés co~ztrrcf avec le gel d'affirzité (surrla- 
geant) auar~f et apr.is ir~cizbation <i 60°C.  

I CP"lml 1 CP"/nil l 
CPIl/ml 1 CPM/inl dus au ilus aii cortisol P o u ' c ~ ~ t a ~ e s  Dilutions (15 de : ertkrieur corlirol 1 

du sac lie à la , total t~anscortine Lranqcoitine 1 

1 - - - 
Surnageant 5.170 

1 

i 
l 
l 

1 - - ----1 
Sérum incubé t~ 00" C 

I 4.300 i 
- 

4 sacs de 1 ml  (en doiiblc cse~iiplairc) sont dinlvsés eiisen11)le contre 80 riil de tnmpoii 
phosphate 0,05 JI de pII 7,4 coiitciiniit 0,3 icg de coi.tisol de 0,2 ~ccuiies de  cortisol (1 ,3JH).  

n 

(A = a - c ;  B = h - d ;  B' = B.c). 
d 

Cl. t;. i 



la transcortine, sérumalbumine presque exclusivement ; le rapport de 

ces chiffres donne le facteur de dilution dû au llvoluine mortn du gel. 

Les radioactivités données par le cortisol lié total du sérum (a) et du 

surnageant (b) doivent être diminuges des chiffres précédents pour obtenir 

les radioactivités correspondant .uniquement au cortisol lié à la transcortine : 

A = a - c et B = b - d ; B qui représente le cortisol lié à la 

transcortine non adsorbée, est corrige en le multipliant par le facteur de 
C 

dilution : B1 = B . - 
d 

. C'est cette dernière val eu^ (BI) qui est 

retenue pour calculer le pourcentage de transcortine non adsorbée : 

- x 100 qui est ici de 9,8 p. 100 (Tableau IV) . 
A 

b) Elution de la transcortine .... . ..................... 

. - - Technique 

Après lavage, le gel est élue successiveinent par 1 volume de 

tampon phosphate de sodium 0,001 M de pH 7,O (volume correspondant au 

volume du gel) destiné à éliminer le tampon de force ionique élevée pr6-- 

cédent, puis par une solution de cortisol à 0,2 mg par ml dans le meme 

tampon jusqulà ce que le cortisol apparaisse dans l'effluent de la colonne. 

Le llvolurne mortw du cortisol est mesuré ; un volume égal de solution de 

cortisol à 0,2 mg par ml dans du tampon Tris 0,05 M -NaCl 0,l M de 

pH 8,5 est alors passé, puis le bas de la colonne est fermé. Le gel est 

incubé 90 minutes à 25" C à l'aide d'une jaquette thermostatée, puis refroidi 

à 4" C pendant 15  heures. La transc0rtine est ensuite éluée à 4" C par 

passage d'un volume de la solution de cortisol tamponnée *à  pH 8,5 égal au 

volume du g'el. 

Le temps d'incubation à 25" C permet llétablissement d'un équilibre 

de la transcortine entre le HCAC-Sépharose et le cortisol en solution, ce 

dernier déplaçant la transcortine et permettant son élution. 

Le gel est ensuite porte 90 minutes à 37" C puis élué par uil 

volume de colonne de la solution de cortisol. Il est ensuite lavé abondamnent 

par de l'eau distillée et conservé dans une solution d'azide de sodium 8 



0,02 p. 100, à 4" C. Les fractions obtenues à 4" C sont réunies, dialysées 

sous agitation, pendant 48 heures, contre 10 volumes de tampon phosphate 

de sodium 0,001 M de pH 6 , 8  , puis lyophilisées. 

= Résultats 

La transcortine peut être éluée directement à 25" C, mais elle est 

alors nettement moins purifiée : la Figure 7 montre les élutions successives 

du gel à 4' C, 25' C et 37' C ; le pic important à 25°C souille la trails- 

cortine dans le cas d'une élution directe. Cette contamination est cependant 

partiellement compensée pendant la dialyse des fractions recueillies, puisque 

celle-ci provoqlle une précipitation abondante dvimmunoglobulines (Figure 9 E). 

La composition des pics a été étudiée par imurunoélectrophorése 

(Figure 9 C et D) et par électrophorèse en gel de polyacrylamide (Figure 8). 

Le pic obtenu à 4" C contient, outre la transcortine, beaucoup de proteSines 

différentes migrant en électrophorèse de la zone y à la sériimalbumine. 

L'arc de précipitation de la transcortine (Fig. 9 C et D) et la zone de 

migration en polyacrylamide (Figure 8 A) sont bien visibles. Le pic obtenu 

à 25" C ne contient que des immunoglobuline,s et de la sérurnalbuinine 

(Figure 8 B) ; le pic obtenu à 37" C, des immunoglobulii~es (Figure 8 C). 

Le degré de purification atteint en une seule étape est très irrr- 

portant : près de 1000 fois (Tableau V). Alors que la transmrtine ne 

représentait dails le  sérum qu'un peu plus de 0,5 p. 1000 des protéines 

totales, elle constitue environ un tiers des protéines éluées par chromats- 

graphie d1affinit6. Le dosage de la transcortine par électroimn~unodiffcsion 

montre que, sur un fractionnement de 3860 ml de sérum, 105 mg de trans- 

cortine sont obtenus après chromatographie d'affinité alors que le sérum 

en coiitenait 154 mg : le rendement est de 69 p. 100. Cependant 

l'adsorption non spécifique de protéines sur le HCACSépharose rend 

obligatoire une deuxi8me étape de purific,ztion par chromatographie su.r 

hydroxyaptite. 
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f r a c t i o n s  de 1 0 m l  

FIGURE 7 

Courbe d ' é lu t ion  par chromatographie d i a f f i n S t é  (colonne 40 cm x 140 F- 

L 'é lu t ion e s t  r é a l i s é e  à t r o i s  températures d i f fé ren tes  avec Lin tavpon Tris O,O5 r~ 
NaCl 0,1 M de pH 8,5  contenant 0,2 mg de cor t i so i  p a r  ml : 

A : incubation 90 minutes à 25°C puis 15 heures 4 4°C - Elution à 4°C 

B : Incubation 90 minutes à 25°C e t  é lu t ion  à 25"L 

C : incubation 90 minutes à 37°C e t  é lu t ion  à 37OC. 



w u -  

A B 6 
FIG. 8 - Elect:opliori,se eii gel de poli/ncryla~nide 

des pics obteriiis prir c l i ron~aiogra~)hie  d'ctffinité. La 
flèclie inoiitre 1:i 7oiie coriesl)oridaiit à la trnnscortine. 

A : pic ol)tenii pa r  éliition à 1OC. 
H : pic ol>tenu par  Cliition à 25OC. 
C : pic obtenii par  élutiori à 37°C. 

FIG. 9 - I n ~ r ~ i i ~ n o b l e c t r o ~ ) I i o r ~ s e  des prtpcirrifions 
isolées. 

A : sérum de départ. 
B : trnnscortiiie piire obteniie aprks chroinntograpliic 

siir hydrosyapatite.  
C : pic obteriii à 1°C pa r  cliroiiiatograpliie d'affinité 

(fractions ilo' 1 à 1). 
L) : pic o1)tciiu à 1°C pa r  chi-oniatogrnpliie d'affinité 

(fractions no' 5 à 12:. 
E : prot6ir;es prCcipitées nenda~ i t  la dialyse du pic 

précédeiit - Iiiimunsérurii de Lapin itriti-hiiniaiii total  
Hyland. 



TABLEAU V 

RENDEMENT EN TRANSCORTINE A PARTIR DE 3860 ml 
DE SERUM 

. Fractionnement sur une colonne d'affinité contenant 200 ml de 
H.C.A.C.-Sepharose dilué avec 200 ml de Sepharose 4 5 (50 mrn x 

200 mm). , 

- puis une colonne d'hydroxyapatite de 100 ml (25 x 250 mm). 

ETAPE DE L ' ISOLEMENT 

Sérum de départ 

Eluat de la chromatographie 
d'affinité 

El uat de la chromatographie 

sur hydroxyapati te 

. Le pourcentage inscrit sous' le signe 1 est le rendement entre 
les deux étapes fléchées. 

TRANSCORT INE 
(mg > 

154 

& 
69 % - 

105 

(JI 
75 % 

79 
52 % - 

PROTEINE 
(mg 1 

268 O00 

340 

7 9 

- l 



4" - Chromatographie sur  hydroxyapatite 

a) Technique . . . . . . . . . . 

La préparation lyophilisée est dissoute dans 2 ml de tampon 

phosphate de sodium 0,001 M de pH 6,8 , dialysée sous agitation pendant 

15 heures contre 500 ml du même tampon, puis déposée sur une colonne 

, dlhydroxyapatite (hydroxyapatite HTP - BIORAD) (50 mm x 25 mm) équilibrée 

dans le tampon phosphate 0,001 M de pH 6 ,8  . L1élution est conduite à 

4" C par des tampons phosphate de sodium de pH 6 ,8  et de molarité 0,001 M 

et 0,005 M (débit : 0,4 ml par min). L1hydroxyapatite est ensuite régénérée 

par un tampon phosphate de potassium 0,650 M de pH 6,8 . 

Le passage du tampon phosphate de sodium O, 001 M de pH 6 ,8  

dans la colonne permet d'éliminer l'excès de cortisol encore présent dans 

la préparation lyophilisée ; la transcortine reste adsorbée, ella est élu6e 

avec le tampon phosphate 0,005 M. 

Suivant son utilisation ultérieure, la solution de transcortine est 

alors, soit concentrée sous pression d'azote à 4" C dans un appareil à micro- 

ultrafiltration AMICON équipée de membranes DIAFLO (type P M  I O ) ,  soit 

dialysée dans un "beaker dialyzertl à fibres creuses de cellulose (DOW) 

contre un courant d'eau distillée de 40 rnl/mn pendant 2 heures, puis 

lyophilisée. 

b) Résultats . . . . . . . . . . 

La trans cortine obtenue est pure en immunoélectrophorè se  

(Figure 9 Bj et en blectrophorèse en gel de polyacrylamide (Figure 10). 

Le rendement à chaque étape de la préparation a été déterminé par dosage 

immunologique QUCADOT et al. ) (2 8). Les résultats d'un fractionnement 

sont reprgsentés dans le Tableau V. Par  rapport au taux de transcofiine 

sérique initial, le taux de récupération a été de 69 p. 100 après la chromsrto- 



F1c.10 - Elecfrophor?se en gel de polyacrylamitfe 
de trar~scortine pnre obtenrte après chrornatogr~r[)hie 
sur hydroxyapati te (9) et d'un sérum hnmain ( R ) .  



graphie d'affinite et de 52 p. 100 après la chromatographie sur hydroxy- 

apatite. La transcortine obtenue a conservé à ce stade toute son activité 

liante vis-à-vis du cortisol : le dosage du cortisol dans lléluat 0,005 M 

montre, en effet, 6,7 pg de cortisol par mg de transcortine. Or, à l'état 

de saturation théorique, la transcortine lie 6 , 9  p g  de cortisol par mg, 

chiffre qui correspond ii 1 Mole de cortisol par Mole de transcortine. 

5"- Discussion 
---------- 

Pour préparer notre ligand-Sépharose, il paraissait logique dl uti - 
liser le cortisol plutôt que la corticostérone. Effectivement, nous avions 

commencé par oxyder le cortisol par l'acide periodique ; mais l'acide 

dihydroxy-11 P , 17 a céto-3 androstène-4-carboxylique-17 P obtenu (DCAC) 

se fixe avec un rendement 5 fois moindre que llHCAC sur ltamino-Sépharose 

dans les mêmes conditions. Il semble que l'hydroxyle en 1 7  a réagisse 

avec la dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) et soit ainsi responsable du faible 

rendement du couplage. ROSNER et BRADLOW (62) "activentf1 l'hémisucci- 

nate de cortisol en le mettant en contact avec la DCCI en milieu dioxanne ; 

un précipité de dicyclohexylurée se  forme et après filtration, l'ester "activé" 

est ajouté à llaminoSépharose en suspension dans le dioxanne pour per- 

mettre la réaction de couplage ; le mécanisme d'une telle "activation'! n'est 

cependant pas expliqué par les auteurs. Il a été démontré que la DCCI 

peut induire la formation d'un anhydride entre deux molécules d'acide amine 

ayant leurs fonctions amines bloquées ; cet anhydride permet un rendement 

plus élevé dans la synthèse peptidique en phase solide (HAGENMAIER et 

FRANK) (96). Mais si un tel anhydride s e  formait entre les fonctions 

carboxyliques libres de lthémisuccinate, rien n'empêche théoriquement sa 

formation entre deux molécules de DCAC ou deux molécules de HCAC. Or, 

la DCCI entraîne un précipité de dicyclohexylurée avec llhémisuccinate et 

avec le DCAC, mais pas avec llHCAC. La seule différence structurale 

pouvant expliquer ce phénomène est l'absence d'hydroxyle en 17 a dans 

1' HCAC. 



CUATRECASAS (97) a décrit le couplage de succinylœstradiol 

à de llarnino-§épharose en milieu aqueux, à l'aide de carhdiimide hydro- 

soluble, mais cette technique s'est révélée inapplicable à notre cas parti- 

culier et ne permet pas la fixation sur llaminoSépharose, ni du DCAC, 

ni de 1' HCAC . 
La quantité de sérum à ajouter au HCAC-Sépharose a été d6ter- 

minée expérimentalement de manière à obtenir une adsorption d'au moins 

90 p. 100 de la transcortine totale. Elle peut cependant être augmentée 

si on se  contente d'un pourcentage d'adsorption moindre ; celui-ci est 

encore de 81 p. 100 lorsque le volume de sérum est triplé. 

L1élution de la transcortine est réalisée avec des concentrations 

en ligands sensiblement identiques dans le gel et dans le tampon (0,5 jA Mole 
1 

par ml) ; 116quilibre est pourtant déplacé vers le cortisol du tampon. 

Celui-ci est, en effet, plus accessible et il a,  sans doute aussi, une affinitB 

plus forte pour la .transcortine que le HCACSépharose. 

Parmi les protéines récupérées après chromatographie d'affinité, 

ROSNER et BRADLOW (62) n'ont observé que la presence de transcortine e t  

d'immunoglobulines par électrophorèse sur papier. T M P P  et al. (63) 

montrent, par électrophorèse en gel de polyacrylam'ide, que leur gel avait 

retenu de la sérum albumine et dt autres fractions de migration intermédiaire. 

Nous avons trouvé un résultat similaire à celui de TRAPP, par électrophor5se 

en gel de polyacrylamide. Dans leur cas cbinme dans le nôtre, la trans- 

cortine est obtenue pure après une chromatographie slir hydroxyapatite. 

Le HCACSépharcse présente l'avantage d'être simple à préparer 

et d'être stable : il n'y a pas de lib6ration de ligand donc pas de perte 

de transcortine. D'autre part, le HCAC-Sépharose s e  montre llinusable" 

à l'emploi ; de nouvelles préparations de gel d'affinité ne sont rendues 

necessaires que par les pertes occasionnées lors du fractionnement : 

environ 200 ni1 toutes les 50 chromatographies de 4 litres de sérum. 



La chromatographie d'affinité est une technique qui tend à 

remplacer et à compléter de plus en plus les méthodes de fractionnement 

classiques, grâce à sa simplicité et à son efficacité. Son application à 

l'isolement de la transcortine était très séduisante, étant donné la com- 

plexité et les résultats aléatoires de l'isolement classique. Le HCAC- 

Sépharose permet d'isoler rapidement des quantités appréciables de trans- 

cortine, ce qui nous a permis d'en préciser la composition, d'étudier sa  

structure et son mode de liaison avec les corticostéroïdes. 

Notre technique a maintenant été utilisée avec succès par diffé- 

rentes 6quipes : BASSET, DEFAYE et CHAMBAZ (117), SAVART (à 

partir du sérum de veau - communication personnelle), KOCH et al. 

(à partir du plasma de rat) (42), en France ; STROUPE, HAJDJNG, 

FORSTHOEFEL et WESTPHAL (79) aux U.S.A. 



CARACTERISATION E T  PROPRIgTES PHYSICO-CHIMIQUES 

A - PARAMETRES PHYSIQUES DIVERS 

B - COMPOSITION EN ACIDES AMINES E T  EN OSES 

ACIDES AMINES N- E T  C - TERMINA[JX 

C - P O L Y M E R I S A T I O N  

D - STABILITE EN FONCTION DU TEMPS 

E - ETUDE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE 



Dès 1962, SEAL e t  DQE (55) (98) purifiaient l a  transcortine 

humaine et  en définissaient les principaux paramètres physico-chimiques. 

Depuis, d'autres auteurs s e  sont attachés à la  purifier davantage (SLAUNWE-IITE 

e t  al. ) (58) ; (MULDOON et WESTPHAL) (59) ; (SCHNEIDER et SLAUNWHITE) 

(67),  mais les  divergences observées entre l e s  compositions en acides amines 

e t  en oses  notamment, laissaient présager la  présence d'impuretés dans la  

transcortine obtenue. 

De fait,  l e  premier isolement de transcortine sans  doute réellement. 

pure a été réal isé par ROSNER e t  BRADLOW en 1971 par' utilisation de la 

chromatographie d'affinité (62). ROSNER donne peu de renseignements 

physico-chimiques (62) (64) sur  la transcortine isolée, i l  apporte cependant 

des résultats originaux. Il démontre en particulier que l a  transcortine humaine 

contrairement aux résultats publiés antérieurement, a la propriété de s e  poly- 

mér i se r  si on lui enlève son ligand naturel, l e  cortisol. Le s  autres trans-  

cortines animales isolées ont également toutes, l a  faculté de  s e  polymériser 

(SCHNEIDER e t  SLAUNWHITE) (67) ; (CHADER et  WESTPHAL) (99) ; 

(CHADER et al . )  (100). ROSNER montre aussi que la  trailscortine qu'il a 

.isolée diffère sensiblement dans s a  composition en acides aminés de celles 

publiées auparavant. 

En raison de ces  divergences, il iious a paru essentiel de redéfinir 

l 'ensemble des paramètres physico-chimiques et  la composition de la  trans-  

cortine humaine avant d'aborder toute étude de structure : à part ir  de la 

transcortine humaine isolée selon l a  technique de chromatographie d'affinité 

précédemment décrite, nous avons ainsi étudié ses  principaux caractères 

physico-chimiques et abordé l'étude de s a  structure covalente. 



A/ PARAMETRES PHYSIQUES DIVERS 

1"- Résultats 

- - - - - - - -  

Constante de sédimentation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La constante de sédimentation a été mesurée à par t i r  d'une solution 

de transcortine à 1 0  mg/ml dans un tampon phosphate de sodium 0,005 M - 
NaCl 0 , 1 5  NI de pH 6 , 8  contenant de l'ascorbate de sodium 0 , 5  mM. Les  

expérimentations sont réalisées à une température de 4 , s  OC et  à une vitesse 

de 59.780 tours par  minute. Ramenée à une concentration nulle dans l'eau 

et à 20" C , nous avons déterminé une valeur de 3 ,66  S poar SZûO, w ,  donc 

relativement proche de la  valeur déterminée par MULDOON e t  WESTPHAL (59) 

qui ont obtenu pour SZO0, la  valeur de 3 , 7 9 .  La Figure 1 2  montre l e  pic 

de sédimentation à 10 mg/ml 36 minutes et  52 minutes après  avoir atteint 

la vitesse maximum. 

Voliime spécifique partiel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le volume spécifique partiel (V) 'est mesuré par pycnométrie à 

partir d'une solution de transcortine à 9 mg/ml dans un tampon Tr i s  0 ,05  TvI - 

NaCl 0 , 2  M ,  pH 8,O (Figure 11) ; 7 a été aussi calculé d 'après l a  composi- 

tion en acides aminés et  en oses en appliquant la  formule 

où : Vi : volumes spécifiques partiels des acides aminés et  oses consti- 

tutifs de la transcortine 

Pi : pourcentages respectifs en poids des acides aminés e t  oses 

constitutifs de la  transcortine. 

Les volumes spécifiques partjels des acides aminés étant empruntés à 

SCHACHMAN (105) e t  ceux des oses à GIBEONS (106). Les  valeurs de 7 



t r a n s c a r t  i n e  < mg /ml > 

d e n s i t é  

1,02 O0 

1,0175- 

Figure 11 : Densité d'une solution de transcortine en fonction 

de sa concentration. 

- 

Une solution de transcortine à 9,075 mg/ml est préparée 

1 a 1 # 8 6 1 s 
2 4 6 8 1 0  

dans 2 ml de tampon Tris 0,05 M-NaC1 0,2 de pH 8,0, Le volume - 
spécifique partiel (V) est déterminé par la pente de la droite - 
obtenue (1 - V p l )  où p l  est la densité du tampon utilisé. 



poids moléculairexlO00 
Fic .13 - I)istrinces de nzigrnfioii de diffdrcntes pro- 

feiries sitr coiiclie mince de Sep1iude.r G 7 5  sriperfiiie 
(0,'i' niiii tI'c!l):iisîeiirj en i(ri>il~oii Tris 0,03 11 - KC1 
0,1 f\; de pII 7 ,J coiiteriaiit 100 iiig de corti5ol i x - -  litre. 

m : 3Iyoglol>iiie de porc : P.M. = 17.200 
c : carboxypeptidase A de pancr6as (JIerclc) : P.11. 

= 31.600 
O : oralbuiiiiiie : P.M. = -13.000 . 
s : sériiiiiüll~iiini~ie lioviiie : P.JI. = 68.000 
Ln tr;iriscoi.tiiie ('ï) niigre tlaris la  zorie de poids 

inolécuiaire 63.000. 

Fio. 1 2  - Pics d'ultrctcentrifirq~~fiori ohteniis ir purtir  
d 'une soltition de trariscortine 'ic 10 mcg pur rril dans  
uri tunipon ~~ l iosp l in t e  de sodiiini 0,005 JI - XüC1 0,13 JI 
de  pH 6,8 coiiteiinrit tle l'ascorl>nte de sodi i i~n 0,s in11. 
L'iiltraceritrifugütion est coridiiite à 4,5OC e t  à iiiie 
vitesse de 59.780 tours pa r  minute. 

A : Pic o l~ tenu  36 minutes après avoir atteint  la  
vitesse mnsiriiiim. 

B : Pic obteriii 52 minutes après avoir atteint  la  
vitesse masi~nur i i .  



sont respectivement égales à 0,680 et 0,701 ml par g. Une telle différence 

entre la valeur expérimentale et la valeur calculée est également observée 

par SPIRO (107) (i.08) dans le cas de fa fétuine, glycoprotéine ayant une pro- 

portion glucidique proche de la transcortine. 

Poids moléculaire .................. 

Le poids moléculaire est mesuré  à partir des valeurs de sZOO, , , 
D2, , , (MULWON et WESTPHAL) (59) et v égal à 0,701. On obtient ainsi 

49.500 pour la valeur de M. 11 a aussi été estimé par chromatographie en 

couche mince de Sephadex G75 siiperfine (Pharmacia) ayant une epaisseur de 

0,75 mm sur  une plaque de 20 x 40 cm. La migration de 8 heures est 

realisée à l'aide d'un tampon Tris  0,05 M - KCl 0 , l  M de pH 7,5 contenant 

100 mg de cortisol par litre, ce dernier étant destiné à maintenir la satura- 

tion en stéroïde de la transcortine et donc d'éviter sa  polymérisation. 10  p l  

de la solution de transcortine et des solutions témoins de myoglobiiie de porc, 

de carboxypeptidase A pancréatique, d'ovalbumine et de sérum albumine bovine 

à 12 mg/ml sont déposés su r  la même plaque. Après migration de 8 heures, 

le gel est recouvert d'une feuille de papier m a t m a n  1 et séché sous courant 

d'air chaud. La feuille de papier est ensuite colorée par le bleu de Coomasçie. 

La Figure 13 montre les distances de migration de la transcortine et des 

diverses protéines témoins en fonction de leur poids moléculaire ; la trans- 

cortine qui ne présente qu'une seule tache a ,  selon ce diagramme, un poids 

moléculaire apparent de 65.000 : La discoidance avec la valeur trouvée par 

ultracentrifugation n'est pas surprenante ; GIBBONS (106) considère que la 

gel-filtration ne donne des résultats précis C+ 7 %) que pour les holoprotéines 

ou glycoprotéines ayant une copule osidique inférieure à 10 p. 100 ; or ,  nous 

verrons que la transcortine a une teneur en ose de 27 p. 100. 

Coefficient d'extinction 
. . . . . S . .  ; ............. 

Le coefficient d'extinction est mesuré à l'ajde d'une solution de 

transcortine à 1 m g / m l  dans un tampon phosphate de sodium 0,05 M de 



pH 7 ,4 .  L'absorbance à 280 nm dans des cuves ayant 1 cm de trajet optique 

es t  de 0,707.  L e  rapport D.O. 280 : D.O. 260 es t  égal à 1 ,30  . 
Pour ces  déterminations, il e s t  tenu compte des 11,90 % d'eau contenus 

dans la  poudre lyophilisée. 

Constante d'affinité 
, . . . . . , . . . . . . . . . . . . . 

La détermination de l a  constante d'affinité pour l e  cortisol e s t  

délicate puisqu'il a été démontré que l'enlèvement du stéroïde par gel-filtration 

à 45" C du complexe transcortine-cortisol pur, provoque une inactivation 

irréversible de la  transcortine (MULDOON et WESTPH.4L) (59). Nous avons 

désaturé partiellement la  transcortine par  ultrafiltration sous azote à la  

température du laboratoire, à l'aide du dispositif AMICON ( O ) .  5 ml d'un 

éluat de chromatographie d'affinité à 0,49 mg/ml de transcortine et  3,70 g/in 

de cortisol sont concentrés à 1 ml  en présence de D. T. T. 1 mM ; G ml de 

tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7,4 contenant du D. T. T. 1 mM 

sont ajoutés dans l a  cellule d'ultrafiltration et l e  mélange es t  à nouveau 

concentré à 1 ml. On recommence ainsi deux fois l'opération puis l e  volume 

es t  réajusté à 5 ml ; l a  concentration en transcortine es t  inchangée mais la  

solution ne contient plus que 1 ,04 g/ml de cortisol. Cette solution es t  diluée 

au cinquième puis 1 0  ml sont répart is  en sacs de dialyse à raison d'un ml 

par sac. Chaque s ac  est  plongé dans une fiole Packard emplie de 15 ml de 

tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7,4 contenant du D. T. T. 1 mM 

e t  une dose traceuse de 37,5 n. C de cortisol [1,2 3H] (30 Ci / mmole). 

Dans 8 de ces fioles, des quantités progressivement croissantes de cortisol 

sont ajoutbes, en double exemplaire : 30, 50, 100 e t  200 x 10 -3 
Y g '  

Avant ultrafiltration, l a  transcortine contenait 7 , 5  p g  de cortisol 

par mg de  glycoprotéine, c'est-à-dire que la saturation était complète puisque 

1 mg de transcortine lie, à saturation 7 )Ag de cortisol (1 mole/mole). AprGs 

( O )  La désaturation complète du cortisol sans insctiver la transcortine a &té 
rendue possible ultérieurement par incubation du complexe transcortiiie- 
cortisol dans une suspension de charbon-dextraii à 37°C. Voir p. 88 
et appendice technique. 



ultrafiltration, il res te  2,6 ,),tg de cortisol par mg de transcortine, soit 

34 p. 100.  La  pente de l a  droite obtenue sur  l e  diagramme de SCATCHARD 

(Figure 14) donne une valeur pour la constante d'association à 4°C de 

1,s x 10' L / M .  

L'ensemble des paramètres mesurés es t  récapitulé dans l e  

Tableau VI et comparé aux valeurs données antérieurement pour la transcort i~le 

isolée par des méthodes classiques. 

2"- Discussion 

- - - - - - - - -  

Le poids moléculaire de 49. 500 es t  un peu inférieur aux valeurs 

données précédemment (Tableau VI). Il serai t  encore plus bas s i ,  au lieu 

d'utiliser l e  volume spécifique partiel calculé comme l'ont fait MULDOON et  

WESTPHAL (59), nous utilisons la  valeur expérimentale déterminée par 

pycnométrie (0,680). Le poids moléculaire devient alors égal à 45.500, 

c'est-à-dire t r ès  proche de la valeur théorique calculée en 1962 par SEAL 

et  IX)E (55). Ceux-ci considéraient que 8 y g  de cortisol étaient liés à 

1 mg de leur transcortine purifiée, donc que 360 g (1 mole) de cortisol 

devaient être l iés à 45.000 g de transcortine ; comme il y a un seul s i te  

de  liaison par molécule, l e  poids moléculaire devait ê t re  égal à 45.000. La 

valeur de 65.000 trouvée par gel-filtration ne peut pas ê t re  considérée com=c 

uii chiffre sor ca r  les  glycoprotéines s e  comportent souvent de façon anormale 

(WESTPHAL e t  a l . )  (95). CHADER et  al. (100) montrent que la transcortine 

de lapin (29; 2 O!  d'oses) a un poids n~oléculaire de 34.700 par équilibre de  

sédimentation alors que l a  gel-filtration sur  Sephadex G 200 donne une valeur 

de 63.000 ; l a  différence est  donc encore plus importante que celle observée 

avec la transcortine humaine. 

La mesure de l a  constante d'affinité es t  délicate ca r  même avec 

l a  technique de désaturation douce que nous avons employée pour dissocier 

partiellement l e  complexe transcortine-cortisol pur,  la  transcortine s e  

dénature en grande partie. SCHNEIDER et  SLAIJNWHITE ont fait remarquer 



m o l e s  par l i t re  "10" 
FIG. 14 - Diflgraninie d r  Scnfrhnrd obferiii pa r  diu- 

lyse à i 'iqlrilibrr il i°C d'une so l~ i i i on  (le frc~nscorfine 
à 0,10 nig/m[ dans  dzz fun~pon  pliospliate de sodiilnl 
0,05 ïif de p l i  7,4 (voir lc texte pour  pliis de  détails). 

- -  

(a) Iraleur ca1culi.c d'aprés 1'i.qiiilihre de s6dimentatioi1. 
(h) I'aleiir calciilée d'nprés le contenu en  cortisol. 
(c) Iraletir calciilée d 'apiés l a  \aleu1 (le Su2, . . 
(ci) Valeur c:ilculCe ti'npiés In corliliositioti en :icicles aiuini.s et  en oses. 
(e )  Iraleur e\périnientale 1nesuri.e pa r  p~.ciiom6trie. 

Propriétés plzysiqiles de la trcclzscortine liuo~aizze. 

t'aramètres 

S20.a 

%,a 

- 
V 

M 
E;P,m"Dt '> -80 nm 

Trauscurtiiie isol6e 
par c h r ~ m a t o g r a ~ ~ h i ~  

d'afIiui té 
-- 

~ é s u l t a l *  P ~ ~ S O I J D ~ I S  

3,66 

0,701d ( O, 680. 
49500~ 

7,07 
iI.0.280, Il.0.2601 1,36 1,31 1,13 

I< d'assoc. 4.C 1 
(h3-1) l 1,7 X IOs I 1 5,2 x IO* 

1 

Trauscortine isolée par les métliodes classiques 

Seal et  DO.[~ s) ' si"""""ite " a"(583' 3Iuldoon Schneider fi 9, / siauu, i6 ) et \~estp11a1/59) 

1,30 

1,5 x IO8 

--- 

3,O 

- 

- 
52600n 58500d (4) 
450001) 1 55700. (6) 51300~ 
7,4 7 $1 1 6,45 1 

4,1  (4) 
3,16 (6) 
- 

0,718d 

- 
L 

3,79 

0,708d 



que l a  déte~mination de l a  Kassoc. pour un système capable d'agrégation 

ne peut ê t re  qu'une estimation de la  valeur réel le (67). La valeur de la  

constante d'association déterminée sur .  la  transcortine isolée par méthode 

classique, donc incapable de s 'agréger, était donc peut-être plus facile à 

mesurer ; nos résultats sont cependant proches de ceux de SCHNEIDER 

e t  SLAUNWHITE. 

B/ COMPOSITION EN ACIDES AMINRS ET EN OSES 

ACIDES AMINES N- ET C- TERMINAUX 

1"- Résultats 

- - - - - - - - -  

La composition en acides aminés 'est présentée dans le Tableau VI1 

e t  comparée à celle donnée par l e s  autres auteurs elle est  en bon accord 

avec celle de ROSNER (64) qui es t  l e  seul à avoir fait ces déterminations 

su r  la  transcortine isolée par chromatographie d'affinité. Il n'a cependant 

pas effectué la  composition en oses et  nous ne pouvons donc comparer la  
, 

n6tre qu'avec celle donnée par les  autres auteurs (Tableau VIT). 

La chaîne polypeptidique possède une méthionine en position 

N-terminale ; celle-ci a été mise en évidence par identification du dansyl- 

amino-acide. L'identification des phénylthiohydantoïnes après passage au 

Séquenceur de 0 , 4  y mole de transcortine native ou S-carboxyméthylée donne 

l a  séquence N-terminale suivante : 

Met - Asp - P r o  - Asn - Ala - Ala - Tyr - Val . . 

ROSNER a publié une séquence N-terminale comportant l e  mSme 

nombre d'acides aminés, mais ses  résultats diffèrent des nôtres par les  deus 

- ... premiers résiùiis pour lesciuejs ii trouve : Arg Glx 



TABLEAC V 1 1 
Coinposition en acides nniizzhs et en  oses de la transcorfine hrrnzairze 

(en nombre d e  rksidiis par mole pour un poitls nioléculaire de 5 2  000) .  

His 

Thr 

Trauscortiric isolée 
par chroniatngraphied'affinité 
- Acides 

Ser 

Transcortinc isolée par les méthodes classiques 

Glu 

a r n ~ ~ l e s  

Pro 

1962 1967 l 1971 1 Résultats 
d'après Seal 1 d9apri.s luldoon id9anrès ~ c l i n e i d ~ .  Rosf ,~~2(64) psrroouPlr 
et D ( ~ e ( ~ 8 )  / LQ E:\ircstplial(59)1& Slann1vhite(6?) 

Ala 

112 Cys 

Val 

Met 

Ile 
-- 

Leu 

Tyr 

Phe 

Total 1 411 1 339 1 369 1 290' 1 295 

oses 

Ga1 

Man 

Glc 

Fuc 

GlcNAc 
-- 

NANA --- 

15 33 G 

Total : 1 p. cent 13 p. cent 26 p. cent 1 18 p. cent 
poids sec 1 

9 
-- 

9 * 

27 p. cent 

-- 

- I 17 

(*) 1 / 2  Cys et Trp  lion conipt6s. 
(") Sous foririe de cystéine. 

- 
- 

16 

5 1- 
6 

7 

2 

1 

19 
-- 

1 O 

3 

21 

7 
- 

- 

- 

1 

16 - --If 6 - 



L'hydrazinolyse ne permet pas d'identifier l'acide aminé C-terminal 

puisqu'aucun acide n 'est  décelable significativement. La carboxypeptidase A 

n'agit pas sur  la S-aminoéthyltranscortine. Son action sur 100 nanomoles 

de S-aminoétl~yltranscortine désialidée montre que la  leucine et la  valine 

sont libérées dans l e s  proportions respectives suivantes : 30 e t  25 nanomoles 

après 15 minutes, 35 et  30 nanomoles après  30 minutes, 40 et 40 nanomoles 

après 120 minutes. 11 semble donc que l a  leucine soit en position @ - termi- 

nale, suivie immédiatement d'un résidu de valine. La libération de seulement 

40 nanomoles à par t i r  de 100 nanomoles de transcortine es t  sans doute due 

à une désialidation incomplète. 

2"- Discussioi? 

- - - - - - - - - -  

La composition en acides aminés que nous avons déterminée e s t  

en bon accord avec celle de ROSNER (64). Elle confirme ainsi la  différence 

importante du taux de  proline entre la  transcortine isolée par l a  méthode 

classique et  celle isolée par chromatographie d'affinité. L'acidité de l a  

transcortine montrée par  électrofocalisation (VAN BAELEN et DE &IOOR) (113) 

est confirmée par l e  taux élevé en acides aminés dicarboxyliques e t  des  

acides sialiques. La  présence de glucose es t  peut-être due à une adsorption 

rion spécifique sur la  molécuie de transcortine lo r s  de son isolement ; l e  

sérum avait, en effet, été trai té  par du charbon-dextran et i l  est  possible 

qu'une partie de ce  dextran s e  soit hydrolysée e t  adsorbée sur  l e s  protéines 

du sérum,  en particulier su r  1.a transcortine. 

La présence d'un seul acide aminé N-terminal et d'un seul C-terminal 

la  non-dissociation de la  transcortine en milieu SDS font penser à l'existence 

d'une seule chaîne polypeptidique par molécule. La  séquence Fi-terminale 

que nous avons déterminée est  différente de celle de ROSNER pour l e s  deux 

premiers acides aminés. Nous n'expliquons pas cette divergence mais sommes 

etonnés de la détermination par ROSNER d'un résidu Glx après dggradation 

dlEdman puisque l'identification des phénylthiohydantoïnes obtenues permet de 

différencier facilement Glu et Gln . 



C /  P O L Y M E R I S A T I O N  

l0- Polymérisation spontanée 

La faculté de polymérisation de la  transcortine apparaît impor- 

tante : elle s 'observe déjà après une conservation de 24 h B 4°C d'une 

solution de transcortine à 10 mg/ml obtenue par concentration du pic d'élution 

sur  hydroxyapatite (ultrafiltration sous pression d'azote, à 4" C , dans un 

appareil à micro-ultrafiltration AMICON équipé de membrane DIAFLO, type 

PM 10). 

Pour limiter au maximum cette polymérisation, lséluat de la  

chromatographie su r  hydroxyapatite es t  additionné de solution d'acide ascor-  

bique 5 mM tamponnée à pH 6 , 8  e t  de solution éthanolique de cortisol à 

1 0  mg par  ml pour obtenir des concentrations finales respectjves de 0 , 5  mhI 

et  70 )-tg par  ml. Il es t  ensuite ultrafiltré pour obtenir une concentration 

en transcortine de 10  mg par ml. L'acide ascorbique 0 ,5  mM es t  utilisé 

pour prévenir l'oxydation des groupements thiol de la transcortine, comme 

l'ont préconisé MULDOON et  WESTPHAL (59). L'addition de cortisol permet 

d'éviter l a  dissociation du complexe transcartine-cortisol et  donc la  dénatu- 

ration irréversible de l a  transcortine (SLAUNWHITE et al. ) (58) ; (MULDOON 

et WESTPIIAL) (59) lo r s  de llriltrafiltration. La quantité de cortisol ajoutée 

est  calculée de manière à avoir, après concentration, des quantités équi- 

molaires de transcortine et  de cortisol. 

Déposée en électrophorèse l e  jour même de la chromatographie 

sur  hydroxyapatite, la  solutjon concentrée de transcortine (20 pl) montre 

une seule zone de migration (Figure 15 T3). Après conservation de 24 heures 

à 4°C et  électrophorèse dans les  mêmes conditions, une zone n ineure  de 

migration plus lente apparaft, elle correspond à la  zone 2 sur  la  Figure 15  C .  



A B C  

FIG. 15- Electrol~horése en gel <le polgacrylnmic-le de : 
A : Sériim humain. 
B : Trnnscortine native. 
C : Transcortine polyriiCrisi-e par chauffage 15 nii- 

nutes à 60°C - le cliiffrc 1 indique la zone c1i1 niono- 
mere ; les cliiffres 2 à 5 localisent les diffërciiteb zones 
de polgniéres. 

FIG. 16 - Electropliorésc en gel de polgacrglarnide 
S.1j.S. de : 

A : Traiiscortine déiintnri.~ e t  r6diiite par le D.T.T. 
20 in11 (élcctrol>li«rèsl: en ~iiilicn D.T.T. 1 m11:. 

H : Transcoitiiie dénatiir(.e ; la zone 1 de riligratioii 
rapide coricspo~id a n  ~iionoriikre. 

C : S-cnrI~osgrii~thyltr:i~iscorti~ie. 



L'ultracentrifugation a été réalisée simultanément aux électrophorèses 

su r  l e s  memes solutions additionnées de chlorure de sodium pour obtenir 

une concentration 0,15 M. Les valeurs de S 20 , calculées sont 3,18 l e  

jour meme et 4 ,45 après 24 heures ; un seul pic symétrique est  obtenu 

dans l es  deux cas  : il semble donc que l'apparente symétrie du pic de 

sédimentation ne prouve pas l'absence de formes polymériques ; c 'es t  

d'ailleurs ce qu'indiquent de façon générale SCHACHMAN (101) et  COX (102) 

et  ce  qui a été observé pour la  transcortine de lapin (CHADER et  a l . )  (103). 

2"- Polymérisation provoquée 

- - - - - - - - - - - - - - - -  

a) Phénomène de polymérisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Il a été démontré, depuis 1963, que l a  transcortine d'un sérum 

chauffé pendant 15 minutes à 60°C était inactivée irréversiblement (DAUGHADA' 

e t  a l . )  (92). L'électrophorèse en gel de polyacrylamide d'une solution de trans- 

cortine pure ainsi traitée (5 mg/ml dails du. tampon phosphate de sodium 

0,05 M, pH 7,4), présente de nombreuses zones de migration (Figure 15 C). 

Une solution de transcortine native incubée 45 min. avec de l'urée désionisée 

5 M ,  puis dialysée pour éliminer l 'urée, donne l a  meme image. L'ultra- 

centrifugation de cette solution montre deux familles moléculaires t r ès  hétéro- 

gènes sous forme de deux pics mal séparés, asymétriques et t rès  étalés de 

S20, w = 4 ,8  e t  8 ,6  S . Si l'incubation à 60" C es t  poursüivie pendant 1 heure, 

l'électrophorèse en gel de polyacrylamide montre une diminution de la zone 

monomère (zone 1 de l a  Figure 15 C )  au profit des zones polymères. 

Afin de dissocier les agrégats formés,  une solution de transcortine 

dénaturée 15 min. à 60" C (3 mg/inl dans du tampon phosphate 0,05 M - 

pH 7,4) a été traitée par du SDS à 1 010 deux minutes au bain-marie à 100°C, 

selon l es  recommandations de WEBER (103), puis djposée directemant en gel 



de polyacrylamide, l e  gel et le  tampon d'électrophorèse contenant 0, 1 ol, 

de SD S .  2 zones sont observables dont une majeure correspondant à 

la  transcortine monomère (Figure 16 B). Trai tée par du dithiothreitol (D T T) 

20 mM en présence de SDS à 1 '7, pendant 24 heures à température ambiante 

et  à l'obscurité, l a  solution est  à nouveau étudiée en gel de polya,crylamjde 

(le gel et  l e  tarnpon contenant du D T T 1 mM et du S D S à 0 , l  %) : une 

seule zone correspondant à la transcortine monomère apparaît cette fois 

(Figure 16 A). La  zone supérieure (zone de migration lente) dans l a  

Figure 16 B représente donc lin polymère obtenu par oxydation des groupe- 

ments thiol et la formation de pont disulfure, alors que la  zone inférieure 

es t  constituée de la  forme monomère. 

c )  Rale des résidus de cystéine .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 

La formation de polymères par pont disulfure est  confirmée par  

réduction de transcortine dénaturée, seloii la  méthode de KONIGSBEKG (104) 

et  carboxyméthylation (voir chapitre technique). La  S-carboxyméthyl-tra.nscortin 

obtenue migre en une zone unique au niveau du monomère par électrophorèse 

en gel de polyacrylamide en présence de SDS  (Figure 16 C). 

Lesnombres de groupements thiol, dosés en milieu S DS 1 Y,, par  

mole de transcortine native et par mole de transcortine dénaturée à 60°C 

(voir chapitre technique) sont respectivement de 2 et 1 , s  ( O ) .  La dénaturation 

entrafne donc l'oxydation de 25 0/, des résidus de cystéine. Ceci es t  à rap-  

procher de la lecture densitométrique'des zones é le~ t~ophoré t iques  de l a  

Figure 16  B : l e s  proportions des zones supérieure et  inférieure sont 

respectivement de 21 0/, e t  79 q. 

Après inactivation à 60°C (15 min.) d'une solution de complexe 

( O )  A la suite d'un changeinont du mode de collecte du sérum (sejour plus 
long du. sérum à température ambiante), une oxydation spontai~ée d'un 
des groupemci~ts thiol s 'es t  révélée possible in situ dans le sérum 
(voir p. 1.06). 



transcortine-cortisol 0 , 2  mM dans du tampon Tr i s  0,05 M -HCl, pH 8 , 0 ,  

du ditliiothreitol a été ajouté pour avoir une concentration finale de 20 mRI. 

L'incubation e s t  réalisée à l'obscurité, 1 h à température ambiante en pré- 

sence d'une quantité de cortisol 0 , 5  mM pour saturer  les s i tes  de liaison. 

Aucune réversion de l'inactivation n'est obtenue (les mesures d'activité s o ~ t  

réalisées selon l a  méthode au charbon-dextran décrite au chapitre technique). 

La formation de ponts disulfure n'est donc pas seule à expliquer l ' i r révers i -  

bilité de l'inactivation. 

3"- Discussion 

- - - - - - - - -  

Selon l e s  divers auteurs ayant utilisé les  méthodes de fractiori- 

nement classiques, les transcortines de l'homme et  du lapin (CHADER et  

WESTPHAL) (114) ne semblent pas s e  polymériser alors que l e s  transcortinss 

du cobaye (67) et du r a t  (99) s e  polymérisent s i  on l es  dissocie de leur 

complexe avec l e  stéroïde. La transcortine de ra t  présente la  particularité 

de pouvoir s e  retransformer en monomère si on lui restitue une quantité 

équimolaire de corticostérone. 

Ultérieurement, ROSNER pour l a  transcortine humaine (64) et  

CHADER et al. (100) pour la  transcortine de lapin constataient leur aptitude 

à la  polymérisation. 0x1 peut remarquer qu'il s'agit,, cette f o i ,  d'iine trans- 

cortine humaine isolée par chromatographie d'affinité ; o r ,  nous avons 
I 

observé aussi cette différence de comportement de la transcortii-ie suivant 

son mode d'isolement. Par  les  techniques classiques nous n'avions pas obtenu 

une transcortine humaine pure puisque au moins un contaminant était décelable 

par électrophorèse en gel de polyacrylamide et par immunoélectrophorèse ; 

cette transcortine ne s e  polymérisait pas e t  il semble donc que l a  présence 

d'impuretés suffise à empêcher la  polymérisation. Nous pouvons 

que s i  la  transcortine polymérisée es t  inactive, il n'en est  pas de même pour 

l a  sérumalbumine dont le  dimère es t  toujours capable de l ier  l a  progestéroile 

(WESTPHAL e t  HARDING) (115) ; l e  mode de liaison protéine-sté~oïcle y est 

sans doute t r ès  différent. La transcortine inactivée par chauffage 15 minutes 



à 60" C est  composée de nombreüx polymères, cependant le  monomère 

existe toujours (zone 1 de la  Figure 1 c) et  i l  es t ,  lui aussi,  inactif. L e  

fait qu'il y ait 25 % de cystéines oxydées sur  les  2 résidus cystéines que 

comporte la molécule de transcortine native, laisse supposer la formation 

d'une mole de dimère ayant ses  4 thiols oxydés (2 ponts disulfure) pour 

un total de 8 moles de transcortine. Cette proportion correspond en poids 

de protéine, à un pourcentage du dimère sur  la protéine totale de 25 %. 

Or,  l a  zone électrophorétique supérieure de la  Figure 2 B es t  estimée à 

21 de la transcortine totale déposée : il e s t  donc vraisemblable que 

cette zone corresponde à un dimère comportant 2 ponts disulfure. 

D/ STABILISE EN FONCTION DU TEMPS 

Des solutions de transcortine à 10 mg/ml ont été conservées 

durant un mois à 4°C.  Leur activité par dialyse à l'equilibre et  leur aspect 

électrophorétique en gel de polyacrylamide ont été étudiés après 1 jour, 

3 jours, 11 jours e t  30 jours. Trois solvants différents ont éte comparés : 

l e  premier est constitué par du tampon phosphate de sodium 0,005 M de  

pH 6 , 8  , le deuxième par l e  même tampon contenant du D T T 1 mM e t  

le  troisième es t  constitué par du chlorure de sodium 0,15 M. 

Une dialyse multiple à l'équilibre e s t  réalisée à partir de 15 pl 
de ces  solutions diluées avec 3 ml de tampon phosphate de sodium 0,05 M 

de pH 7,4. Des sacs  de dialyse en cellophane contenant 1 ml des solutions 

diluées sont plongés, en double exemplaire, dans 60 ml du même tampon 

contenant des antibiotiques ' O )  et une dose traceuse de 0,15 Y C i  de cortisol 

[1,2 13. . L'ensemble es t  laissé sous agitation 48 heures à 4°C puis 

("1 
Streptomycirie 0,02 ing/rnl Pénicilline G 500 u / m l  



l a  radioactivité externe et  les  radioactivités internes sont mesurées. On 

constate une diminution du rapport cortisol l ié  [B] au cortisol l ibre  [u] en 

fonction du temps, mais il n'y a pas de différence significative entre les 

trois  types de solutions ; par contre, l e  rapport B / U  diminue, pour 

les  3 solutions, de près  de 50 % en 30 jours. 

P a r  électrophorèse en gel de polyacrylamide, aucune différence 

n'est décelable entre l e s  trois  types de solvants. La zone 2 s'accroft peu 

en fonction du temps, tandis que les  zones (3, 4 ,  5 . . . ) à peine décelables 

apparaissent dès l e  llème jour dans l e s  positions de la  Figure 1 7  C. La 

zone 1 correspondant au monomère tend à devenir plus diffuse avec le temps, 

c e  qui semble traduire la  dénaturation de la  molécule. 

La  lyophilisation, après une dialyse rapide (2 h dans un "beaker 

dialyzerl' - voir l e  chapitre sur l 'isolement), du pic élué sur  hydroxyapatite, 

n'entraîne pas de dénaturation. Elle permet de conserver la transcortine 

sous forme active pendant un temps t r è s  long. Aucune perte d'activite n'a 

été observée après conservation de 3 mois à - 7 0 ° C .  

E/ ETUDE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE 

1 

Etant donné l a  faculté de polymérisation de la  transcortine, il es t  

intéressant d'observer si ce phénomène s'accompagne d'une variation de la  

structure secondaire. D' autre part,  l'affinité de liaison de la transcortine 

pour le  cortisol diminue de façon importante avec l e  pH, dans le sérum 

(revue générale), il nous a donc semblé utile de vérifier cette variation 

d'affinité avec une solution de transcortine pure e t  d'observer s i  elle es t  

en rapport avec un changement de la structure secondaire e t  la faculté de 

polymérisation. 

La  structure secondaire a été étudiée par djchrolsme circulaire 



en ne tenant compte que de la .partie po1ypeptidiq.de de la  molécule de 

transcortine. Une étude s u r  1' -glycoprotéine acide du sérum humain 1 

a ,  en effet, montré que la  contribution des chaînes glycanniques à l'activité 

optique es t  t r ès  faible et peut ê t re  négligée (AUBERT et  LOUCHEUX-LEF'EBVR 

(116). O r  la  transcortine ne contient que 27 0/, d'oses contre 40 % pour 

1' dl -glycoprotéine acide. 

La polymérisation a été étudiée par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide e t  l'activité par la méthode au charbon-dextran. 

Principe du dichroïsme circulaire 

1. Action d'un rayonnement U V  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Les rayonnements électromagnétiques, dans la zone de l'ultraviolet 

lointain (140 nm dans le vide) e t  proche (de 190 à 350 nm), provoquent, en 

raison de leur énergie, des transitions électroniques. Les  molécules 

contenant des cycles aromatiques, des doubles liaisons conjuguées, des 

électrons n (hétéro-atomes) et  rr , plus mobiles que les  électrons de 

liaison a , fournissent des réponses qui sont les résultantes des compor- 

tements des résidus d'acides aminés et de leurs groupements. 

Un rayonnement incident TJV de longueur d'onde A entre en com- 

pétition avec l es  vibrations électroniques des chromophores pour lesquels 

on peut déterminer une longueur d'onde moyenne A, . Au fur e t  à mesure 

que A s e  rapproche de h o ,  cette compétition s e  marque par des effets 

optiques de plus en plus prononcés (dispersion optique rotatoire, effets 

Cotton, dichroïsme circulaire). Lorsque h = A, , l 'énergie reçue est 

égale à celle qui est  requise pour une transition électronique. L'absorption 

e t  l'effet Cotton passent par un ms,uimum. la courbe de dichroïsme circu- 

la i re  par un point d'inflexion. 



La rotation optique du rayonnement incident après passage dans 

un milieu optiquement actif est  donnée par la loi de DRUDE : 

Où l est  l a  rotation optique 

A est  une constante 

A es t  l a  longueur d'onde du rayonnement incident 

I es t  l a  longueur d'onde propre de vibration moyenne des  
électrons du résidu d'acide aminé moyen. 

Cette relation montre bien l e  changement de sens de l a  rotation 

lorsque A tend vers  A, (effet Cotton) . 

2. Dichroïsme circulaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Lorsque l e  rayon incident polarisé pénètre dans le milieu actif, 

il s e  décompose en 2 vecteurs (droit et gauche) qui cheminent l'un e t  l 'autre 

dans des conditions qui dépendent de la longueur d'onde du rayonnement et  

du pouvoir d'absorption du milieu. Si la  longueur d'onde es t  proche de l a  

zone d'absorption, un décalage de parcours s e  manifeste entre l e s  deux 

vecteurs qui cheminent avec des vitesses inégales. Ils sont inégalement 

absorbés. Ils s e  recombinent à la  sort ie  du milieu en une vibration eliipiique 

e t  non circulaire. La différence entre cesadeux absorptions (Eg - Ed) 

caractérise le dichroïsme circulaire. Elle es t  traduite, en fonction cle !a 

longueur d'onde, par  une courbe dite de dichroïsme circulaire. 

Cette courbe es t  fonction de l'orientation statistique des groupes 

chromophores absorbants. Elle permet la  diagnose des conformations 

a hélicoïdale et feuillet plissé p . Leur taux peut e t re  calculé par 

l a  mesure de la  surface ciélimitée par la  courbe e t  l'axe des abscisses. 



l0- Contributioii du cortisol dans les spectres dichroïques de la  transcortine 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La Figure 17  A montre le  spectre U V  du cortisol en solution 

dans l'eau. Le spectre dichroïque correspondant (Figure 1 7  B) laisse 

apparaître quatre bandes dichroïques à 320, 290, 236 et 200 nm qui cor-  
3  3  respondent à des ellipticités respectives de 4 x  1 0  , 9 , s  x  1 0  , 

3  -1 2  
3 3 , 5 x 1 0 3  et 2 5 x 1 0  deg. dmo le  c m .  

Figiire 1 7  

Spectres U V  (A) e t  dichrolque (B) du cortisol en solution dans l'eau 



Le spectre dichrol'qiie du cortisol inierf61-e d.onc avec cclui de 

la  liaison amide dans la zone 180 - 240 nm. Les ellipticités molaires 

du cortisol et du chromophore amide sont comparables mais le  complexe 

traxlscortine-cortisol es t  dans un rapport molaire 1 : 1, c'est-à-dire que 

pour 1 mole de cortisol, i l  y a 295 acides aminés. La contribution du 

cortisol peut donc ê t re  négligée dans la région du spectre correspondant 

à la liaison amide. 

2" - Trailscortine native et  transcortine inactivée à € O 0  C 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La transcortine a été étudiée en dichrol'sme circulaire sous forme 

native (complexe transcortine-cortisol) et inactivée à 60" C'. Celle-ci e s t  

étudiée soit direclement (mélange équimolaire transcortine + cortisol),  soit 

après dialyse pour éliminer l e  cortisol (transcortine sans  cortisol). 

a )  Préparation des échantillons . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

4 ml de solution de complexe natif transcortine-cortisol à 

10  mg/ml dans un tampon bicarbonate d'ammoiliuin 0,05 $1 de p1-I 7 , €  ont été 

divisés en deux fractions : l'une (de 1 ml) a été relyopl-iilisiie sans trai te-  

ment préalable (complexe natif transcortine-cortii:c)l). l 'autre (de 3 ml) a 

été dénaturée par incubation à CO0 C pendant 30 min. puis 1 ml a été lyophi- 

lisé (mélange équimolaire transcortine inactivé- ; les  2 ml 

restant de la deuxième fraction ont été dialysés pendant 48 h contre 100 vo- 

lumes d'eau distillée puis lyophilisés aprCs avoir vérifié l'absence de cortisn? 

(transcortine inactivée sans cortisol). 

La mesure d'activité a été réalisée s u r  chaque échanlillon par la 

méthode au charbon-dextran. Les échantillons lyophilisés sont dissous, 

pour étude en dichrol'sme circiilaire, dans une solution de fluorure de sodiufil 

0,214 M à pH 7 , 9  ou 7 , 1 .  



b) Spectre dichrol'que entre 180 et 250 nm 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La Figure 18 montre les spectres correspondant à la transcortine 

native et à la transcortine inactivée ; les  taux d'hélicité calculés y diffèrent 

sensiblement puisqu'ils sont respectivement de 35 Y, et  22 O / o .  L'inactivation 

à CO0 C s'accompagne donc, non seulement d'une polymérisation, mais aussi  

d'une diminution du taux d'hélicité. 

c )  Spectre dichroi'que entre 250 et  400 nm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans cette région du spectre, les bandes dichrol'ques ont deux ori-  

gines : les  radicaux d'acides aminés aromatiques et  le  cortisol. Cette 

dernière origine es t  bien sar exclue dans l e  cas de la transcortine inactivée 

sans cortisol. 

Figure 18 : Spectres dichrolques de la transcortine dans différentes condjtions : 
- 

Complexe natif tianscortine-cortisol ( ) 

Mélange équimolaire transcortine inactivée à &O" C + cortisol ( - - - - - 1 
Transcortine inactivée à CO0C sans cortisol ( - - - - - - - ) 

-1 Les  ellipticités, exprimées en degrés . cm2 . décimole , sont calculées en plc -  
nant comme poids du résidu moyen i\I = 115 pour la région du spectre corre:,po:).- 
dant à la liaison ariiide (180-250 nm) et  hl: = 3 6 1 3 3  (poids rnoléculaire de la coy;ult: 
p~lypeptidiyue) pour l a  region du spectre corrtspuridant aux c!iromophoies ~XLI-I;;- 
seques (250-360 nm). 



Le spectre du mélange équimolaire (transcortine inactivée + 

cortisol) présente des analogies importantes avec celui du cortisol seul 

(bandes à 290 et 320 nm - Figure 17). Si on y soustrait l e  spectre de la 

transcortine inactivée sans cortisol (Figure 18) ,  on retrouve exactement 

les positions des pics et les amplitudes des bandes dichroyques correspondant 

au cortisol seul. Le spectre du complexe natif transcortine-cortisol, par  

contre, présente des différences importantes par rapport à celui clil cortisol 

(Figure 18) : l a  bande négative à 320 nm n'existe pas et  l e  pic à 290 nm 

es t  déplacé à 297 nm ; un épaulement es t ,  de plus, observable à 305 n a .  

Il est  possible que le pic à 297 nm du complexe natif transcortine- 

cortisol corresponde à celui observé à 290 nm pour le  cortisol libre. Ce 

glissement de longueur d'onde pourrait ê t re  da à une modification électro- 

nique entraîriée par  la liaison du cortisol à la protéine. L'épaulement 

détecté à 305 nm pourrait, lui, provenir d'un résidu de tryptophanne impliqué 

dans l e  site de liaison au cortisol ; les  bandes dichroQues dues à ces  

radicaux sont, en effet, généralement observées dans cette région du spectre. 

3" - Etude en fonction du pH 

a) Activité et polymérisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

- - Préparation des solutions de transportine 

5 mg de complexe natif transcortine-cortisol sont dissous dans 1 ml  

de tampon phosphate de sodiuin 0,06 M ,  pH 7,4 ; ensuite 1 Y C i  de cortisoi 

Cl,  2 - H] (activité spécifique : 30 Ci/m mole) es t  ajouté. Le mélange 

est incubé 90 min. à 37°C pour atteindre l'équilibre entre l a  transcortine 

et  l e  cortisol r H ]  . Il est  a lors  divisé en cinq aliquots de 0 ,2  ml qui 

sont ajustées â u  pH désiré avec NaOH 1 M ou HC1 1 Aq ; l a  mesure est  

réalisée à l'aide de bandelettes de pH à grande sensibilité (0,2 unit6s pEi - 



Les d i f fé re~ tes  solutlons sont utilisées immédiatement : 

- 15 y 1  de chaque solution sont déposés pour une électrophorèse en gel 

de polyacrylamide. 

- 100 y 1 sont dilués avec 1 ml de tampon phosphate de sodium 0,05 h l  

amené au même pH, à O°C, e t  additionnés de 0 , 5  ml  de suspension 

de charbon-dextran au même pH et à 0°C pour mesurer l e  cortisol lié 

(voir le  chapitre technique). 

= Résultats et  discussion 

Sur les gels de polyacrylamide, une zone t r è s  faible, qui n'est 

pas visible sur la  photo (Figure 19)  apparaît progressivement au-dessus 

de la zone monomère quand le  pH diminue de 8,O à 5,O. A pH 4,O , cette 

zone augmente brutalement et 2 ou 3 nouvelles zones apparaissent au-dessus 

(Figure 19). L'aspect à pH 4 rappelle celui obtenu avec la transcortine 

inactivée par la  température de 60°C ou par l 'urée e t  e s t  da à une poly- 

mérisation. 

Les  mesures d'activité montrent. que le maximum de capacité de 

liaison e s t  obtenu à pH 8,O e t  que cette capacité diminue lorsque l e  pH 

diminue (Tableau VIII). P a r  rapport à la capacité à pH 8,O , la perte 

d'activité est  de 93 ($ à pH 4,O ; l'inactivation, comme la polymérisation, 

est  alors irréversible sauf s i  le  pH est  neutralisé dans les secondes qui 

suivent l'inactivation : quand lféchantillon*à pH 4 (100 p l )  est dilué imme- 

diatement avec 1 ml de tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7,4 

et  non avec le tampon de pH 4 ,  l'inactivation n'est plus que de 52 9A. 

Il est intéressant de remarquer que l e  pH 4 correspond au point 

isoélectrique du complexe transcortiiie-cortisol [3 Hi ; celui-ci a été 

déterminé par VAN BAELEN et  DE hIOOR (113) en loczlisant la radioactiviïé 
r3 1. 

après iso électro focalisation d'un sérum hurilain inarqué avec du cortisol L H, 

Or  i l  es t  connu que !es protéines sont souvent Iristables au voisinage de leur 

point iso électrique. La transcortine ct d'ailleurs tendance 2 précipiter 

lorsqu'slle est en solution à pH <4.  



Figure  19 - Electrophorèse en gel de polyacrylamide de  l a  t ranscor t ine  
- 

(75 p g )  en solution à difiérents pH 

TABLEAU VHI 

Variations de  la capacité de liaison de  l a  t ranscort ine avec l e  pII 

Cortisol l i é  , 
C P M  

Pourcentage 
d'inhibition 



b) Dichroïsme circulaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Les spectres dichroyques ont été conduits dans une zone de pH 

allant de 7 ,9  à 4 (Figure 20). Les analyses des spectres en terme de 

structures en hélice c( et feuillet plissé p sont données dans l e  Tableau IX. 

Le pourcelitage de conformatirin r+, es t  nul pour les pH les  plus élevés 

( 7,9  - 7 , 2  et 6 ,5  ) ,  i l  augmente eii deçà de 6 ,5  rapidement puisqu'il e s t  égal 

à 31 ol, pour le  pH de 5,9.  Cette augmentation correspond à une plus grande 

organisation de la  structure protéique puisque, dans l e s  mêmes conditions, 

l e  pourcentage d'hélices o( diminue seulement de 5 q. En deçà de pH 5 , 9  , 

l e  pourcentage de structure res te  approximativement constant alors que 

celui d'hélices 4 diminue. 

Dans la  zone de longueurs d'onde allant de 250 nm à 400 nm, l e s  

spectres sont parfaitement superposables pour l e s  pH 7,9 - 7 , 2  et 6 . 5  , 

ils correspondent 2 celui obtenu avec le complexe natif transcortine-cortisol 

de la  Figure 18 . Quand le pH diminue en deçà de 6 ,5  , la  forme du spectre 

varie. A pH 5, de nouvelles bandes apparaissent : les  bandes positives 

à 305 e t  315 nm sont peut-être dues à des transitions électroniques du 

tryptophaime et celle à 325 nm au cortisol qui présente normalement uile 

bande négative dans cette région. 

4"- . Conclusion 
I 

- - - - - - - - - -  

Les résultats obtenus peuvent ê t re  ainsi résumés : 

- - L'inhibition de l a  capacité de liaison de la  transcortine s e  produit essen- 

tiellement entre pH 5 et pH 4 .  C'est egalement dans cette étroite zone 

de pH que se  produit une polymérisation. 

Une réorganisation de la  structure protéique avec apparition d!un grand 

pourcentage de structure es t  observée lorsque l e  pH diminue en de+ 



Figure 20 : Spectres dichroTques du complexe natif transcortine-cortisol 

àdifférerits pH : pH 7 , 9  - 7 , 2  e t  6 , 5  ( ) ; PH 5,9-(---- 1 
pH 5 (- - - - )  ; pH 4 , 5  (++++) ; pH 4 ( ) 0 est exprimé cornine 
dans la Figure 18. 

TABLEAU IX 

Structure secondaire de la  transcortine à différents pH 

Pourcentage de Pourcentage de 
structure hélicoïdale structure 

- .  
. i 

1 
> ,  . . .  
II, / 

- _ * . Y *  



de 6 , 5  . Elle s e  produit entre pH 6 , 5  e t  pH 5,9, donc dans une zone 

de pH où l a  transcortine n'est encore ni inactivée, ni polymérisée. 

- - La baisse brutale d'activité à bas pH semble donc e t re  en rapport avec 

la  disparition d'une région hélicoïdale bien définie. 



CHAPITRE IV 

- 

ETUDE DU SITE DE LIAISON AU CORTISOL 

A - MARQUAGE D' AFFINITE 

- B - MARQUAGE A L'AIDE DE REACTIFS 

SPECIFIQUES D'UN TYPE D'ACIDE AMINE 

1" Cystéine 

2" Histidine et tyrosine essent iels  



Les propriétés de la liaison transcortine-stéroïde ont été 

abondamment étudiées depuis sa mise  en évidence dans le sérum humain 

en 1956 par DAUGHADAY et al. (6). Cependant ces études ont été surtout 

réalisées sur  le sérum lui-même et non sur  la transcortine isolée (voir 

la revue générale). Parmi les travaux utilisant la transcortine isolée 

figurent, en particulier, la mesure de la constante d'association à diffé- 

rentes températures et un essai de désialidation réalisé par MULDOON 

et WESTPHAL (59) ; ceux-ci montrent que l'enlèvement des acides sialiques 

'ne  modifie pas significativement l'affinité de liaison de la transcortine. 

Plus récemment, une corrélation entre la capacité de liais011 au 

cortisol, la structure secondaire et la faculté de polymérisation a et5 re-  

cherchée lorsque le pH varie et lors de l'inactivation par la chaleur 

(LE GAILLARD et al. ) (81). Les effets du pH et de la température ont 

aussi été étudiés su r  la liaison au cortisol et à la progestérone par des 

méthodes à l'équilibre (CHAN et SLAUNWHITE) (82) ; @TROUPE et a l . )  (79) 

et des méthodes cinétiques @TROUPE et al. ) (79). 

Aucune étude directe pour mettre en évidence les acides aminés 

irnpliq~~és dans la liaison au cortisol n'avait cependant été réalisée. Après 

notre travail s u r  les propriétés physico-chimiques de la transcortine, en 

particulier celles de la liaison transcortine-cortisol, il nous a donc semblé 

logique de le poursuivre en étudiant plus particuli&rement le site de liaison. 

Nous avons employé deux méthodes de principe différent inais 

complémentaires : 

L'une, le marquage d'affinité, permet l'étude spécifique du site 

actif d'une enzyme en utilisant un analogue du substrat. Sur celui-ci est 

greffé un groupement fonctionnel réactif capable de réagir avec un acide 

aminé nucléophile, dans le site actif, en formant une liaison covalente. Le 

marquage d'affinité est donc bien spécificlue du site actif ; il ne permet pas 



de s 'assurer  du rôle essentiel de l'acide aininé mais permet sa  localisation 

dans une région définie du site : celle accessible au groupement réactif 

greffé sur  la molécule de substrat. 

L'autre méthode consiste à utiliser un réactif spécifique d'un type 
p-. -- 

d'acide aminé, ce réactif modifiera de préférence les acides aminés les plus 

accessibles ou situés dans un environnement favorable à leur réactivité ; 

c'est souvent le cas des acides aminés du site actif d'une enzyme. Cepen- 

dant d'autres acides aminés du même type, s 'ils sont présents à la surface 

de la protéine, peuvent aussi être modifiés, i l  faudra alors choisir des 

conditions de réaction défavorables de manière à ne modifier que le ou 

les acides aminés les plus réactifs, la grande réactivité étant souvent une 

des caractéristiqiies d'un acide aminé essentiel. Etant donné le faible en- 

combrement stérique ginéralement apport6 par les réactifs spécifiques, toute 

perte d'activité à la suite de la modification chiinique d'une enzyme polirra 

faire suspecter la réaction avec un acide aminé essentiel. 

A/ MARQUAGE D' AFFINITE 

1"- Introduction 

----------- 

Le marquage d'affinité a été utilisé avec succès à l'aide de 

marqueurs stéroïdiens s u r  trois stéroïde-déshydrogémses. Deux ont été 

étudiées par CRASTES DE PAULET, DESCOMPS et leur équipe 2 Montpellier : 

la 1 7  $ -as t rad io l -déshydrowse  du placenta humain avec des dérivés 

iodo ad toxy-  de l'œstrone (POKS et al. ) (il S - 120) ; la. 3 ol -hydroxy- 

stéroïde-déshydrogénase de "Pseudomonss Testosteronin avec le 12 c4 -ioclo- 

acétoxy 5 p -préanane 3,20 - dione et le 17 p -ùronioacétoxy 5 4 -androîtane 



3-one (BATTAIS et al. ) (121). La troisième enzyme, la 20 -hydroxy- 

stéroïde-déshydrogénas e de "Streptomyces Hydrogenans" , a été étudiée par  

WARREN et son équipe, aux U.S.A., avec des dérivés bromoacétoxy- de 

la progestérone (SWEET et al .)  (122) ; (ARIAS et al.) (123) ; STRICKLER 

et al.  ) (124) et un dérivé bromoacétylaminé de la progestérone (SWEET et al. ) 

(125). 

Nous avons appliqué le marquage d'affinité à la transcortine, en 

utilisant des hydroxystéroïdes estérifiés par l'acide bromo acétique - l4 Cl . 
(LE GAILLARD et DAUTREVAUX) (131). Le bromoacétoxystéroïde p4 Cl 

obtenu est ajouté en excès à une solution de complexe transcortine-cortisol 

[3 . Il déplacera d'autant plus rapidement le mrtisol lié que son affinité 

pour la transcortine se ra  grande ; la réaction s e  fait en deux étapes (Fig. 21 Aj 

- la première est réversible, elle correspond au déplacement du cortisol, 

- la deuxième est irréversible, elle correspond à la forination d'une liaison 

covalente avec départ de HBr. 

Après adsorption des stéroïdes libres sur  charbon-dextran, la déter- 

mination des radioactivités liées [14 d et [3 H] permet de suivre la -- - 

cinétique de la réaction. Le cortisol C3 H] diminue alors que le stéroïde 

alkylant [14 d augmente, la somme des deux reste constante lorsque le 

marquage est spécifique. Ia proportion de stéroïde lié covalentiellement est 

déterminée par mesure de la radioactivité liée après inactivation de la trans- 

cortine à 60°C. L'acide aminé modifié peut ê t re  identifié sous forme de 

carboxyméthyl -amino-acide radioactif après hydrolyse totale par HCI 5 ,6  h' . 

Plusieurs stéroïdes bromoacét,ylés ont été préparés selon la m é -  

thode de BUZAS et al. (126) modifiée par PONS et al. (120) (127) à partir  

de stéroïdes hydroxylés à des positions diverses s u r  le noyau a~dros t ène  

(Figure 21 B). 11 a été démontré que les esters obtenus sont stables dans 

un tampon phosphate 0,05 M,  pH 7 ,  U pendant 24 heures. Dans ces conditions, 

ils sont capables d'alkyler seu.lement la cystéine, la métliionine et l'histidine 

PWEET et al. ) (122j ; (ARIAS et a l . )  (123), 



A 

Acides  a m i n e s  + ac ide  e r n i n é - * ~ ~ , - ~ 0 0 ~  + H O - 0  

Figure 21 - A:Mécanisme de marquage d'affinité de la transcortine (T) en 

présence de cortisol -Fi] (a) ) par un bromoacétoxy P4C3 ( @ ) sitéroide (0 
B : Différentes positions ( I ) du radical hydroxyie ( 7 - OH) sur - 

le noyau stéroïde, ayant été utilisées pour la préparation de bromoacétoxy- 

stéroldes. 



2"- Résultats (LE GAILLARD et DAUTREVAUX) (131) 

---------- 

a) Influence des réactifs des groupements thiol et de l'acide bromo- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
aoétique sur  l'activité liante - - - - - - - - - - - 

Les groupements thiol sont t rès  réactifs, ils sont donc susceptibles 

d'interférer dans, n'importe quel marquage s i  la molécule de transcortine en 

poss&de à sa surface. O r  la transcortine contient 2 résidus cystéine par 

molécule, tous deux sous forme réduite. Les deux groupements thiol ont 

ét6 déterminés su r  de la transcortine traitée par le dodécylsulfate de sodium 

PDS)  à 2 % de manière à déplier la chaîne polypeptidique (voir le chapitre 

précédent). Pour déterminer la réactivité de ces groupements thiol quand 

la chaîne polypeptidique est dans sa  conformation native, le dosage a été 

réalisé s u r  de la transcortine native non traitée : aucun groupement thiol 

n'est a lors  détectable, i l  semble donc que les deux groupenlents thiol sont 
e ) masqués dans la transcortine native . 

L'action possible, su r  l'affinité de liaison, de réactifs modifiant 

les groupements thiol a été étudiée en ajoutant, à une solution de complexe 

transwrtine-cortisol r3 4 , les réad i f s  suivants : l'acide dithio-bis- 

nitrobenzoïque, le parachloromercuribenzoate de sodium ou l'acide bromo- 

acétique. L'action de ce dernier réactif est importante puisque le marquage 

d'affinité est réalisé avec des hydroxystéroïdes bromoacétyles. 

L'acide dithio-bis-nitrobenzoïque a été ajouté à une solution de 
-6 

complexe transmrtine-cortisol C3 4 (2,5 Ci/mole) 10 x 10 M dans un 

tampon phosphate de sodium 0,05 M,  pH 8, de manière à avoir un rapport 

molaire réactif / protéine égal à 40 ; l'incubation est réalisée 20 heures à 

température ambiante. Le parachloromercuribenzoate a été ajouté à une 

( O )  Il a été démontré ultérieurement qu'un seul groupement thiol est imcces- 
sible, l'autre est oxydé (oxydation s e  produisci,nt apparemment dans le 
sérum, durant la collecte dans les laboratoires d'analyses (voir p.106 1 



solution identique mais à pH 7,  le rapport molaire réactif / protéine est 

égal à 2 ; l'incubation est réalisée pendant 4 h. Le traitement par l'acide 

bromoacétique a été réalisé dans les conditions du m-zrquûge d'affinité : 

incubation 2 h ii 37" C avec uiie solution de complexe transcortine-cortisol 
-6 CH] 5 x 10 M dans un tampon phosphate de sodium 0,05 h l ,  pH 7 

mais le  rapport molaire réactif / p r ~ t é i n e  utilisé est beaucoup plus elevé 

(100 au lieu de 4). 

La mesure de la radioactivité liée, par la méthode au charbon- 

dextran, ne permet de déceler aucune diminution de la capacité de liaison 

au cortisol après traitement par ces trois réactifs. Deuxlrenseignements 

importants sont donc obtenus : d'une part, la protection des groupemeiïts 

thiol de la transcortine est inutile avant de procéder à un marquage ; 

d'autre part, si l'addition d'un stéroïde bromoacétylé entraîne une diminutiori 

du cortisol lié à la transmrtine, il est vraisemblable qu'il s'agit d'un déplacv- 

ment spécifique puisque l'acide bromoac6tique seul, est sans action. 

b) Influence d'une modification des stéroïdes au niveau des cycles A et B 
- - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - -  

su r  l'activité liante - - - - - - - - -  

) 2-  et 6- hydroxydérivés de la progestérone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . 
L'affinité des 2 d - et 6 hydrûxy-progestérones pour la trans- 

cortine a été determinée avant bromoacétylation ; elle a été comparée 5 

celles de la progestérone et de la 11 d -hydroxyprogestérone qui sont 

connues comme étant des compétiteurs du cortisol. 20 p 1 de la solution 

éthanolique de stéroïde 5 x 10 -4 M ont été ajoiités à 1 ml  de solution de 

complexe transcortine-cortisol [3 d (2,s Ci/niole). Un témoin est réalisé 

avec 20 IJ 1 d'éthanol ajoutés à la même quant.ité de complexe transcortine- 

cortisol [3 . Après incubation 2 h h 37" C, le cortisol lié est mesure 

par la méthode au charbon-dextran. Les pourcentages de cortisol déplac6 

par les 2 oj -, 6 CZ, -, 11 @ -hydroxgprogestérones et progestérone sont 

respedivemeîit : 0 - 20 - 35 et 43 7;. 

Comme la 6 Q -hydroxyprsgestéro;ze dPplace le ctjrtisol, elle pe~it 



être  considérée comme un marqueur d'affinité potentiel après bromo- 

acétylation. Au contraire, la 2 c( -hydroxyprogestérone ne déplace pas le 

cortisol, elle ne peut donc pas être utilisée pour le marquage d'affinité. 

, ) Marquage avec les 6 d - et 6 @ -broino acétoxy- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
r2 - l4 d progestérones 

5 mg niole) de complexe transcortine-cortisol ont été 

dissous dans 20 ml  de tampon phosphate de sodium 0,05 M - NaCl 0,2  M,  

pH 7 contenant 10 Ci de cortisol 6 , 2  4 (3 0 Ci/m mole). La 

solution est incubée à 37" C pendant 90 min. pour permkttre au cortisol [3 

de s'équilibrer avec la t ransc~r t ine ,  elle est ensuite divisée en 2 portions 

de 10 m l  : à une portion est ajouté 0 , l  m l  de solution éthanolique de 

6 -bromo acétoxy Cl4 Cl progestérone 2 mM de maniére à obtenir un mp- 

port molaire stéroïde alkylant / complexe transcortine-cortisol de 4 ; à 

l'autre portion, tenant lieu de blanc , 0 , l  m i  d'éthanol absolu est ajouté. 

Les deux portions sont incubées à 37" C puis des aiiquots de 1 m l  sont 

prélevées à des temps différents compris entre O et 24 h pour mesurer les 

stéroïdes liés totaux (cortisol et 6-bromo-acétoxy [14 C] progestérone\ 

par la méthode au charbon-dextran. 

Ni  la 6 d -, ni la 6 -hromo ac6toxyprogestérone n'est capable 

de déplacer le cortisol de la transcortine dans ces conditions. D'autres 

conditions de réaction ont été essayées : an pH plus élevé (8 au lieu de  7), 

des rapports molaires 6-bromoacétoxy' progestérone / cortisol plus impor- 

tants (6 à 40 au lieu de 4)  et la réaction s u r  de la transcortine libre au 

lieu du complexe transcortine-cortisol. 

Pour ce dernier essai, la transcortine libre a été obtenue pzr 

la méthode au charbon-dextran utilisée pour les mesures d'activité mâis 

la température d'incubation est de 37" C au lieu de O" C. Une telle aii,gmen- 

tation de la température s 'est  r6v6lée efficace pour enlever 90 2 95 $6 du 

cortisol lié à Ia transcortine sans ir~ctivation. Dans toutes ces coriditions, 

la transcortine garde la meme capacité de liaison au cortisol bien qu'il 



y ait adsorption de G - b r ~ r ~ o a c é t o x y  progestérone. La 6 a( - et la 

6 (3 - bromo acétoxy progestérone ne permettent donc pas un marquage 

spécifique de la transcortine. 

c) Marquage d'affinité avec les stéroïdes modifiés au niveau des . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
cycles C et D - - - - - - -  

a ) 11 d -brorno acétoxy - I4 4 progestErone 

Quand le complexe transmrtine-cortisol H] est incubé avec 

la 11 4 -bromoacétoxy [14 CI progestérone dans les conditions initialement 

décrites pour la G -bronio acétoxy progestérone (rapport molaire stéroïde 

alkylant / transcortine = 4 ; pH = 7 ; 37" C), il apparaît une diminution du 

cortisol lié et une augmentation de la 11 d -bromoacétoxy progestérone en1 

fonction du temps (Tableau X) : la 11 -bromoacétoxyprogestérone est donc 

capable de déplacer le  cortisol lié à la transcortine. La libération du mrtisol 

n'est pas due à une dénaturatioil de la transcortine puisqu'uii blanc sans 

11 d -bromoacéioxyprogestérone ne montre pas de diminution détedable de 

l'activité pendant 24 h à 37" C .  

La quantité totale de stéroïdes liés (cortisol + 11 4 -bromoacétoxy- 

progestérone) reste constante pendant les 7 premières heures avec une 

valeur moyenne de 0,8G mole de stéroïde par mole de transcortine (Figure 22). 

La raison pour laquelle i l  n'est pas retrouvé exactement 1 mole de stéroïde 

par mole de transcortine est probablement due aux erreurs  expérimentales 

et à la présence d'une petite quantité de transcortine dénaturée. 

Si  l'incubation avec la 11 d -bromoa&toxyprogestérone est poiir- 

suivie au-delà de 7 h ,  la quantité totale de stéroïdes liés augmerrte légère- 

ment : 1,06 mole après 24 11 . Ceci reflète probablement une adsorption 

non spécifique à la surface de la protéine, à l'extérieur du site de liaison, 

lorsque le temps de réaction est trop long. Nous  avons wnsidéré que le 

temps de 7 h est optimum. 



TABLEAU X : CINETIQUE DU DEPLACENENT DU CORTISOL LIE A LA TRANSCORTINE PAR LES STEROIDES ALKYLANT ( O )  

Temps de 11 a -Bromoacétoxyprogestérone 17 R -Bromoacétyltestostérone 16 a -Bromoacétoxyprogestérone 

Réaction 
Cortisol Analogue hormonal Cortisol Analogue hormonal Cortisol Analogue hormonal 

lié lié 1 i é 1 ié lié lié 

O min 

15 min 

.30 min 

l h  

2.h 

3 h  

5 h  

7 h  

24 h 

( O )  Les résultats sont exprimés sous forme de rapport molaire stéroide liéltranscortine. Les valeurs indiquées entre parenthêses 
correspondent à l'analogue hormonal lié covalentiellement. Après 7 h pour la 11 a-bromoacétoxyprogestéron~, 2 h pour la 17 6- 
bromcac6tyltestostérone et 5 h pour la 11 a-bromoacétoxyprogestérone, la somme des stéroldes liés (cortisol + stéroide alkylant) 
augmente : l'excès est dû à une adsorption non spécifique sur la transcortine. 



1 3 5 7 I 

Heures 

t r a i ~ s c o r t i n e - c o r t i s o l  ( 5  x 1 avec l a  I l  a - b ~ o : t ~ ~ - ~ ~ n ~ : ~ . ~ -  -- 
p r o g e s t é r o n e  ( 2 7  s i3-61Lj à 211 7.  

I,e c o r t i s o l  l i é  ( O- O ) dir;in.!? en  f o n c t i o n  du tcivps a l c r s  

que l a  11 o( -bror roacé toxypro~es té rone  l i é e  ( O---- 6 ) a u g x e n t s .  Lê c ,uzn t< t ;  

t o t a l e  de  s t é r o ï d e s  l i é s  ( A--- A ) r e s t e  c o n s t a n t e  *endant  I F S  7 ;r.e::,:.?r?.s 

h e u r e s ,  p u i s  e l l e  n:rg:.ente ; un na rqüape  s p c c i f  i q u e  e s t  donc obt eï:ù 

pendant l e s  7 p r e m i è r e s  h e u r e s .  La 11 d --hromoac6toxyprogestérone l i g e  

coiralei l t iel lernent:  e s t  i n d i q u é e  en p o i n t i l l é  ( 6 - - -  - ) . 



Pendant ce temps de 7 h , le déplacement du cortisol et l'incor- 

poration de 11 a( -bromo acétoxy progestérone sont stmchiométriques : 

l'incorporation d'une mole d'analogue hormonal correspond à la libération 

d'une mole de cortisol. La transcortine libère 78 p. 100 de son cortisol 

lié après  7 h de réaction et une mole es t  alkylée par 0,43 mole d'analogue 

hormonal (environ 66 p. 100 de la 11 c( -bromoacétoxyprogestérone liée) 

(Tableau X). 

p ) 17 P -Bromoacétyl [2 - l4 Ç] testostérone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans les mêmes conditions, la 17 4 -bromo acétyl testostérone 

déplace une quantité plus faible de cortisol après 24 h que ne l'avait fait 

la 11 d -bromo a cétoxy progestérone ; cependant la vit e sse  de déplacement 

est un peu plus importante : le pourcentage de .cortisol deplacé atteint 

un plateau à 68 p. 100 après  2 h d'incubation avec l a  17 p -bromoacétyl- 

testostérone alors qu'avec la 11 al -bromoacétoxyprogestérone ce pourcentage 

n'est que de 58 p. 100 mais i l  continue à augmenter jusqu'à 88 p. 100 

au bout de 24 h . 

La quantité totale de stéroïdes liés (cortisol + 17 Q -bromoacétyl- 

testostérone) res te  constante pendant les 2 premières heures avec une 

valeur moyenne de 0,95 mole de stéroïde par mole mais elle augmente 

ensuite avec le temps : 1 ,29  mole après 7 h et 1,72 mole après 24 h 

(Figure 23).  Un marquage non spécifique s e  produit probablement lorsque 

le temps de réaction est prolongé au-delà de 2 h .  Nous avons donc consi- 

déré que le temps de 2 h est optimum. Au bout de ce temps, le pourcen- 

tage de cortisol déplacé atteint un plateau à 68 p. 100 et la transcortine est 

alkylée par l'analogue hormonai dans une proportion de 0,37 mole par mole 

de transcortine (environ 56 p. 100 de la 17 4 -bromoacétyltestostérone liée) 

(Tableau X). 

) 16 C( -Bromo a d t o x y  - l4 Cr] progestérone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

hsl 16 4 -bromoac5toxyprogestérone est le  meilleur ligand compé- 



Heures 

F i g u r e  23  : C i n é t i q u e  du mar3i;age d ' a f f i n i t é  dri cox- lexe  

-6, , t r s i n ç c o r t j n e - c o r t i s o l  (5 s 19 -1, avec l a  1 7  P-bro;-O- - 
- 6 

a c f t y l t e s t o c i t é r o n e  (20 x 1 0  >l) à pl! 7. 

Le c o r t i s o l  l i é  O di- i inue  e n  f o n c t i o n  du t e x p s  a l o r s  que 

l a  17 6 - b ~ o r i o a c é î y l t e s t o s t é r o n o  l i é e  augoente ( *-e ) .  La q u i n t i t B  

t o t a l e  de  s t é r o ï d e s  l i é s  ( A-- A ) r e s t e  c o n s t a n t e  &.endant l e s  desx  

p remiè res  h e i i e î ,  - u i s  r i l e  augaen te  ; un x r r q u a g e  s p é c i f i q u e  e s t  don2 

obtenu -en?a:it l e s  deux p r e m i è r e s  hezres.  La 17 P-bro i .~acé ty l t c i tos :G:on~  

l:éc c - . i ~ . i i ~ n t i e l l e ~ . ~ n t  e s t  i n d i q ~ g e  en p o i n t i l l é  ( 0 - -  - -  e l .  



ltitif utilisé dans cette étude. Dans les conditions employées pour les 

analogues hormonaux précédents, la 16 4 -bromoacétoxyprogestérone déplace 

complètement le cortisol lié en 3 0 min . Ce déplacement est accompagné 

d'une incorporation stoechiométrique de 16 d -bromo acétoxyprogestérone. 

La quantité d'analogue hormonal lié reste constante pendant 

les 5 premières heures (environ 1 mole par mole de transcortine) mais 

augmente ensuite : 1,42 mole après 24 h (Figure 24.). Le pourcentage de 

stéroïde lié covalentiellement est supérieur à celui obtenu avec les deux 

précédents analogues horEonaux : 80 p. 100 (Tableau X). Le marquage 

est donc t r&s rapide et semble spécifique pendant les 5 premieres heures. 

La 16 c(: -bromoacétoxyprogestérone est donc un stéroïde alkylant qui pos- 

sède une affinité élevée et une forte réactivité envers la transcortine. 

d) Identification des acides aminés alkylés - - - - - - - - - - - - - - - - -  

L'hydrolyse totale acide de la transmrtine marquée entraîne la 

coupure de la liaison ester entre le stéroïde et la transcortine. Cependant 

un groupement carboxyméthyl 12 - l4 reste greffé sur  l'acide aminé - 

modifié. Cet acide aminé carboxyméthylé [14 5 peut être identifié par 

sa radioactivité lors de l'analyse de l'hydrolysat total. 

O( ) Alkylation dans le site actif par la 11 o( -brome- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
acétoxy 12 - l4 CI progestérone . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Quand l'hydrolysat total acide de la transcortine inactivée 5 

78 p. 100 est déposé sur un analyseur d'acides aminés, le diagra~nme 

d'élution montre 3 pics radioactifs. Les deux premiers sont élues avant 

l'acide aspartique et le troisième est situé entre la proline et le glycocolle 

(Figure 25). Ce troisieme pic semble correspondre 2 la S-carboxyrn6thyl- 

homocyst6ineY le principal produit détecta'ule à la ninhydrine dans les 

hydrolysats acides de S-carboxyméthylméthionine (GUNDLACH --. et 51.) (128) 

(Figure 26). Dans ce cas, les deux prenziers pics pourraient être les 



Heures 

F i g u r e  24  : C i n é t i q u e  du marquage d ' a f f i n i t é  du cono lcxe  - .  i-- - 
t r a n s c o r t i n e - c o r t i  s o l  (5  x 10 6?f) zvec  l a  1 6  n -b ro :?oacé to~>- -  

p r o g e s t é r o n e  (20 x 10-~1f) à pli 7. - 

Le c o r t i s o l  l i é  ( O- O ) dirainue rapidement  e n  f o n c t i o n  du 

temps e t  e s t  con7lGtenient d é p l a c é  e n  30 min a l o r s  que l a  16 a -b ronoacé tox- -  

p r o g e s t é r o n e  1 3  é e  aug~nente  ( O-- e ) . La q u a n t i t é  t o t a l e  de  s t é r o l d e s  l i é s  

( A- A ) r e s t e  c o n s t a n t e  pendant  l e s  5 p r é n i è r e s  h e u r e s ,  p u i s  e l l e  

augmente ; un marquage s p é c i f i q u e  e s t  donc rapidement  ob tenu  en 30 min,  

i l  r e s t e  s p é c i f i q u e  pendant  5 h e u r e s .  La 16  a-bronloacétoxyprogestérone l i C ~  

c o v a l e n t i e l l e r r , e n t  e s t  i n d i q u é e  en p o i n t i l l é  ( e- --- 1. 



minutes  

Figure 25 - Diagramme d'élution de l'hydrolysat total acide de 

transcort ine après  un marquage de  7 h avec la 11 4 -bromoacétoxy- 

- l4 CT] progestérone 

Le profil de radioactivité (------- ) es t  identique à celui obtenu 

avec les  produits de  dégradation d'un hydrolysat acide de bromure 

de S -carboxyméthyl p4 4 méthionine. Deux pics radioactifs 

sont ninhydrine-négatifs et sont élues avant l'acide aspartique 

(acide glycollique et acide S -méthylthioglycollique). Un troisième 

pic e s t  élué entre la proline e t  le  glycocolle, i l  a été  identifié 

comme étant de la S-carbox~méth~~lhomocystéine. 



acide glycollique méthanol acide S -méthylthio- 
glycollique + + -t 

I 1 CH, OH 

a cide chloroacétique 

méthionine S -CM -homocystéine homosérine méthionine 

Figure 26 - Décomposition de la S-carboxyméthylrnéthionine dans les 

conditions d'hydrolyse totale acide des protéines 

( HCl 5,G N à 110" C pendant 24 heures sous vide ) 

L'atome de carbone isotopique provenant de I'acidc bromoacétique - l4 CI 
est indiqué par un astérisque ') (d'après GûREK, GUCK et BARNARD) (120j. 



autres produits de dégradation décrits par GOREN et al,  (129), lesquels 

sont ninhydrine-négatifs : l'acide glycollique 
r14 7 p4 g y l a c i d e  S -méthyl L C, 

thioglycollique. Un autre produit de dégradation, l'acide chloro acétique LI4 J 
est normalement élu6 juste devant l'acide glycollique. Dans nos conditions, 

ce composé, qui a la particularité d'être sublimable, est perdu car l'hydro- 

lysat acide est lyophilisé avant l'analyse des acides aminés. 

Le diagramme d'élution des produits obtenus par hydrolyse acide 

de la S -mrboxyméthyl - l4 J mékionine montre 3 pics radioactifs 

qui sont élués aux mêmes positions que l'hydrolysat de transcortine marques ; 

seul l e  troisième pic est ninhydrine-positif. Dans les deux cas, le t r o i s i h e  

pic radioactif est obtenu en proportion plus élevée s i  0,05 p. 100 de 

2-mercaptoéthanol est ajouté dans l'acide chlorhydrique 5,G N avant l'hydro- 

lyse. Une telle addition de 2-mercaptoéthanol a été recommandée pour 

obtenir un meilleur rendement de la méthionine après hydrolyse totale acide 

(KEUTMANN et POTTS) (i30). 

Ces résultats suggèrent donc qu'un seul acide ainine a été modifié 

dans le site de liaison par la 11 4 -bromoa&toxyprogestérone : un résidu de 

méthionine. 

) Alkylation dans le site actif par la 17 Q -brome- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après hydrolyse totale acide de la transcortine inactivée à 68 p. 100 

(temps de marquage de 2 h),  5 pics radioactifs sont obtenus sur  le diagramme 

d'élution (A - B - C - D et E) (Figure 27). 

Le pic principal (E), qui est élu6 immediatement après l'alanine, 

s e  superpose à un témoin interne de 3-carboxyméthyl histidine froide ; il 

contient 56 p. 100 de la radioactivité éluée. 

Le pic C (4,5 p. 100) coïncide avec un témoin interne de 1 -carboxy- 

méthyihistidine froide (entre l'acide glutainique et la proline) . 



minutes 

Figure 27 - Diagramme d'élution de l'hydrolyçat total acide de 

transcortine après un marquage de 2 h avec la 17 f+, -bromoacétyl 

l4 testostérone. 

Un mélange de dicarboxyméthyl histidine, 1 +xirboxyméthylhistidine 

et 3-carboxyméthylhistidine froids est ajouté à l'hydrolysat de la 

solution de transcortine marquee, avant l'analyse. Cinq pics radio- 

actifs sont obtenus ( ------- ) Les deux premiers pics sont élués 

aux positions de l'acide glycollique (A) et de l'acide S-méthylthio- 

glycollique (B) mais le pic A coïncide aussi avec la dicarboxyméthyl- 

histidine ajoutée. Le pic C s e  superpose 2 la 1 -carboxyméthylhistidine. 

Le pic D est élué à la position de la S-carboxyméthylhonîocystéine 

e.t le pic E s e  superwse à la 3-carboxgm@thylhistidine. 



Le pic A (21 p. 100), le pic B (11,5 p. 100) et le pic D 

(7 p. 100) sont élués aux mêmes positions que les produits de dégradation 

de la S-carboxyméthylméthionine décrits précédemment ; ce sont donc 

respectivement l'acide glycollique [14 C] , l'acide S-rnéthyl [14 C] thio- 

glycollique et la S-carboxpéthyl [14 4 homocystéine. Comme Le pic A 

recouvre le témoin interne de dicarboxyméthylhistidine froide, i l  est irnpos- 

sible d'exclure la présence éventuelle de dicarboxyméthylhistidine p4 C) 
dans 1' hydrolysat de trans cortine marquée. Cependant, sa proportion ne 

pourrait pas dépasser la moitié de la radioactivité contenue dans le pic A, 

soit 10 p. 100. 

Deux acides aminés différents ont donc été modifiés par la 

17 f ~ 1  -bromoacétyltestostérone : un résidu d'histidine sur  lequel le stéroïde 

alkylant a réagi esseiitiellement avec l'atome d'azote en positior, 3 du myau 

imidazole et un résidu de méthionine, 60 à 70 p. 100 de la radioactivité 

éluée est  liée à l'histidine mais cette proportion ne représente pas la 

s t~ch iomé t r i e  exacte du marquage car certains produits de dégradation 

ninhydrine-négatifs de la S-carboxyrnéthylméthionine sont volatils (GOREN 

et al.) (129). Nous avons constaté, à partir de transcortine marquée par  

la 11 cj -bromoadtoxy [14 Cl progestérone, qu'environ 30 p. 100 de la 

radioactivité est perdue pendant la lyophilisation de l'hydrolysat acide pré - 

cédant l'analyse des acides aminés. La radioactivité liée à l'histidine es t  

donc surestimée par rapport à celle liée à la methionine. 

La 17 (3 -bromoacétyltestostérone est donc capable de modifier 

deux résidus d'acides aminés, dans des proportions identiques, à l'intérieur 

du si te de liaison : pour une molécule de transcortine, l'acide aminé 

modifié est soit la méthionine, soit l'histidine. Ce dernier est alkylé 

presqu'exclusiveinent au niveau de l'atonie d'azote en position 3 du noyau 

imidazole. 



) Alkylation dans le si te actif par la 16 o( -brome- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .......... 
acétoxy 1 i4 4 progestérone .................................. 

L'hydrolyse totale acide de la transcortine inactivée par un 

marquage de 30 min. ne montre qu'un seul pic radioactif sur  le diagramme 

d'élution (Figure 28). Ce pic chevauche partiellément la proline et s e  

superpose au témoin interne de 1-carboxyméthylhistidine froide. 

La 16 4 -bromoacétoxyprogestérone alkyle donc, dans le si te de 

liaison, un résidu d'histidine au niveau de l'atome d'azote en position 1. du 

noyau imidazole. 

3"- Discussion 

----------- 

a) Choix des conditions de marquage - - - - - - - - - - - - - - -  

Les résultats du marquage de la transcortine par les bromo- 

acétoxystéroïdes varient de façon importante avec le pH et la concentration 

en stéroïde alkylant. A un pH plus élevé (8), la réac$ivité plus grande des 

acides aminés nucléophiles entraîne un couplage de stéroïde à l'extérieur du 

si te actif. De même, un rapport mîla i re  élevé stéroïde alkylant / trans- 

cortine entraîne un marquage non spécifique. C'est la raison pour laqilelle 

nous avons choisi pour réaliser les cinétiques de marquage, un pH égal à 7 

et un rapport molaire bromoz&toxy stéroïde / transcortine égal à 4. 

b) Région du site actif entourant les cycles A et B du noyau stéroïde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'hormone stéroïde semble ê t re  oriegtée dans ie site de liaison 

de la transcortine, le cycle A étant dirigé vers l'inttjrieur et le cycle D 

dirigé vers l'extérieur. Cette orientation est suggérée Far l'étude en 

résonance paramagnétique électronique du complexe tl*anscortine - dé,rivé 

nitrosylé du cortisol (BASSET et a l . )  ( l17). Les st6roïdes substitues s u r  



Figure 28 - Diagramme d'élution de l'hydrolysat total acide 

de transcortine après un marquage de 30 min. avec la 16 - 

bromo acétoxy [2 - l4 4 progestérone 

Un mélange de dicarboxyméthylhistidine, 1 -'carboxyléthylhistidine 

et 3-carboxyméthyl histidine froids est ajouté à la solution de 

trans cortine marquée, avant l'analyse. Un seul pic radioactif ( -- ---- ) 

est obtenu. Il s e  superpose à la 1-carbox~nnéthylhistidine ajoutée. 



le cycle A ou B ne nous ont pas permis un marquage spécifique : 

la 2 c( -hydroxyprogestérone ne s e  lie pas à la transcortine ; les 

6 ai - et 6 - hydroxyprogestérones s e  lient mais leurs dérivés 

bromoac6tylés ne s e  lient plus. Le 9-fluorocortisol et la dexaméthasone 

(1,2 - déhydro - 9 - fluoro - 16 4 - méthylcortisol) ont une affinité négligeable 

pour la transcortine (SANDBERG et a l . )  (75) ; nous avons montré que 

la dexaméthasone est incapable de déplacer le cortisol lié pendant une incu-- 

bation de 90 min. à 37" C avec un rapport molaire dexaméthasone / cortisol 

égal à 100. 

Ces résultats suggèrent que la région du site actif entourant les 

cycles 'A et B du noyau stéroïde est t rès  étroite. Cette région ne laisse 

pénétrer le stéroïde que s i  les cycles A et B ne portent pas de substitclants 

trop encombrants. 

La 6 &-bromoprogestérone a permis à KHAN et ROSNER (132) de 

modifier spécifiquement un résidu de cystéine dans le site de liaison de 

la trans cortine. Ce stéroïde alkylant a un encombrement stériqae proche 

de celui de la 6 @ -hydroxyprogestérone, i l  est donc normal qu'il puisse 

pénétrer dans le s i te  de liaison alors que la 6 -bromoacétoxyprogestérone, 

elle, présentait un encombrement stérique trop important. La 6 p -brome- 

progestérone avait été utilisée précédemment par CHIN et n7ARREN (l33) 

qui avaientaussi.identifié un résidu de cystéine dans le si te actif de la 

20 (i -hydroxy stéroïde déshydrogénase de "Streptomyces Hydrogenansl?. 
8 

Ce type de marqueur, bien que moins encombrant, présente deux inwnvé- 

nients importants : D'une part, il possède un groupement réactif fixe a lcrs  

que celui du dérivé bromoacétylé est mobile, ce qui permet une probabilité 

de rencontre plus grande avec un acide aminé susceptible de réagir. D'autre 

part, il n'est capable de modifier qu'un seul type d'acide aminé, la cystéine, 

et son identification, sous forme de complexe covalent stEroïde - cystéine, 

est délicate ; elle est réalisée par chromatographie en couche mince (CHI3' 

et WARREN) (133). 



c) Région du si te actif entourant les cycles C et  D du noyau stéroïde . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le cortisol porte un groupement hydroxyl en position 11 p ; o r  

l'affinité de la transcortine pour le stéroïde diminue s i  le 11 @ -hydroxyl 

est supprimé ; elle diminue encore s i  le 11 @. -hydroxyl est substitué 

par un 11 d -hydroxyl (DAUGHADAY et KOZAK) (134). Ces différences 

d'affinité peuvent s'expliquer s i  une liaison hydrogène existe entre le 

groupement 11 -OH et l'atome de soufre d'un résidu de méthionine. Cette 

, liaison hydrogène est impossible avec le 11 - désoxycortisol et la présence 

d'un groupement 11 -OH pourrait avoir un effet de répulsion. 

Le groupement carbonyl en positioi~ 20 est considéré comme un 

accepteur de proton. Ce caractSre accepteur varie selon la présence ou 

l'absence de groupements hydroxyl en position 17 et 21 mais l'affinité du 

stéroïde pour la transcortine est maximum quand le carézctère accepteur 

est élevé (EGER et al.) (72). Une liaison hydrogène semble possible efitre 

ce groupement carbonyl et l e  noyau imidazole du résidu d'histidine inodifi6 

par la 17 6 -bromo acétyl testostérone et la 16 d -bromo acétoxy progestérone. 

Les modèles moléculaires montrent que ces deux stéroldes ûlkylants peuvent 

réagir avec le même résidu d'histidine, le premier au niveau de l'azote 3 

ou de l'azote 1 ,  le second au niveau de l'azote 1 seulement (Figure 29 R 

et C), ce qui est compatible avec nos résultats. Il est de plus probable 

que le r6sidu de méthionine modifié par la 17 -bromoacétyltestostérone 

est le même que celui modifié par la 11 4 -.bromoa&toxyprogestérone. Ceci 

est stériqriement possible comme le montrent les modèles moléculaires 

(Figure 29 A) mais doit ê t re  confinné par la séquence peptidique de cette 

région. 

Nos résultats concernant la région du s i te  actif autolx des cycles 

C et D peuvent ê t re  comparés à ceux obtenus par marquage d'affinité de 

la 20 (k, -hydroxy stéroïde déshydrogénase de "Ç treptomyces Hydrogenansl' 

puisque sa  spécificité de liaison est proche de celle de la transcortine. 

Avec la 11 4 -bromoacétoxyprogestérone, ARI-IS, WARREN et al. 6.23) 

modifient un résidu de méthionine ; le 21-iodoacdtate de cortisone, la. 16 - 



Figure 29 - Modèle présumé de l'action des stéroïdes 11- , 

. 16- et 17-  broinoacétylés dans le site de liaison de 
-- 

la transcortine. 

La 11 c( -bromo acétoxy progestérone et la 17 @ -bromo a d t y l  testo- 

stérone peuvent modifier le même résidu de méthionine (A). La 

17 p -bromo acétyl testostérone peut aussi modifier un résidu 

histidine au niveau de l'azote 3 ou 1 du noyau i~nidazole (B). La 

16 0( -bromo acétoxy progestérone peut modifier le même résidu 

histidine mais seulement au niveau de l'azote 1 du noyau imidazole. 



bromo acétoxy progestérone et la 21 -bromo acétyl amino progestérone ont 

permis la modification d'un résidu d'histidine sous forme de dicarboxy- 

méthylhistidine (GANGULY et WARREN) (135) ; (SWEET, WARREN et a l . )  

(122'- 125). La région du site de liaison autour des positions 11 et 17 

du noyau stéroïde comprend les mêmes résidus d'acide aminé réactif. 

Pour expliquer la formation de dicarboxyméthylhistidine, SWEET et al. (122) 

suggèrent que le résidu d'histidine est situé entre le site de liaison au 

stéroïde et le site de liaison au coenzyme. Cette position permettrait au 

stéroïde alkylant de réagir avec le résidu histidine à partir des deux sites. 

Cette possibilité expliquerait pourquoi nous n'obtenons que de la monocarboxy- 

méthylhistidine avec la transcortine. 

B/ MARQUAGE A L'AIDE DE REACTIFS SPECIFIQUES 

D'UN TYPE D'ACIDE AMINE 

1"- Cystéine (LE G41LT411D et DAUTRETJAVLX) p14) 

a) Introduction 
- - - - - -  

La chaîne polypeptidique de la transcortine contient deux résidus 

de cystéine mais pas de pont disulfure ; cependant, l'inactivation par la 

chaleur ou les acides entraîne une agrégation et la formation de dimère par 

pont disulfure (voir le chapitre III). 

Dans la conformation mative, seul un des deux groupements thiol 

réagit avec le parachloromercuribenzoate de sodium (PCMB) (MI!LDC)OX et 

WESTPHAL) (59) ou avec l'acide 5,5' - dithiobis 2 - nitrobenzolque (DTXB) 



(KHAN et ROSNER) (132). Ceci est en désaccord avec nos observations 

puisque nous n'avons p2s détecté de groupement thiol su r  la transcortine 

native (libre ou liée au cortisol) (chapitre I i T  - A - 2"). 

Ce désaccord apparent est important à expliquer car il est 

essentiel dans l'étude du site de liaison au cortisol. En effet, KHAN et 

ROSNER (132j ont observé la modification du résidu de cystéine si-ccessible 

par marquage d'affinité avec la 6 -br,omf~progestérone ; ce résidu semble 

donc présent dans le site de liaison. 

b) Résultats 
- - - - -  

d( ) Dosage des groupements thiol .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 

Le nombre de groupements thiol présents dans la transcortiile 

a été mesuré dans différmtes conditions ; les résultats sosrt montrés dans 

le Tableau XI. Aucun groupement sulfhydryl n'est détecte sur  la transcortiile 

native (libre ou liée au cortisol) mais 1 groupement S H  par mole est titrable 

en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS) à 2 %. La réduction de la 

transcortine par le dithiothreitol (DT T) 5 niM dans des conditioiis natives 

entraîne une augmentation du nombre de S I 1  sans qu'il y ait variation de 

l'activité de liaison au cortisol (mesure de l'activité par le charbon-dextran) : 

1 groupement S H  par mole est titrable dans des conditions natives, 2 grau- 

pements S H  par mole le sont en présence de SDS à 2 %. Le dosage dans 

le chlorhydrate de guanidine 6 M donne des résultats semblables à celui 

réalisé dans le S DS à 2 %. 

Comme la transcortine contient 2 résidus de cystéine par mole, 

on peut déduire qu'un résidu est masqué et qu'une dénaturation est nécessaire 

pour t i t rer  son groupement S H .  Le second résidu est accessible dans les 

conditions natives mais son groupement S I 3  est bloqué et ne peut être dosé 

qu'après réduction. 



Tableau Xi 

Titration des groupements thiol de la transcortine 

Groupements S H  / mole de transcortine 

Conditions 

réduite par 
non réduite 

le D T T  5 m M  

Native O 8,  b a 
O, 8 8  

S D S  2 %  
a b a 

0,91 - 1 , 1 5  1 , 7 9  

a : Titration par le D T  N B. 

b : Titration par le P C M  B. 

La réduction.avec le D T T  a été coïiduile dans du éampoir 

Tr is  - HC1 0 , 1  M,  de pH 8, pendant 1 h à l'obscurité. La solution 

(1 ml) est ensuite dessalée par passage dans une colonne de Bio-gel 

P-6 ( 0 , s  x 1 8  cm) équilibrée avec le m a n e  tampon. Les fractions 

correspondant au pic protéique sont réunies et concentrées à 1 ml  

sous azote à 4" C dans un appareil à micro-ultrafiltrâtion AMICON 

équipé d'une membrane DIAFLL), type PR4 10. La titration des groupe- 

ments S H  est décrite dans le chapitre technique. 

Chaque chiffre represente la valeur moyenne de 4 dosages 

avec des préparations différentes de transcortine. 



) Nature de l'agent bloquant le groupement sulfhydryl .................................................. 
accessible ............ 

Différents métaux divalents ont été dosés dans une solution de 

transcortine 0,02 mM en tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7,4  ; 

les dosages sont réalisés avec un spectrophotomstre d'absorption atomique 

(1 L 151). Le mercure, le fer  et le zinc n'ont pu être detedés ; des 

traces de plomb et de cuivre ont été dosées : 0,09 et O, 08 atomes par 

mole de transcortine respectivement, mais ces quantités sont insuffisantes 

pour expliquer le blocage de 1 groupement S E  par mole. 

Une ûutre possibilité recherchée est la formation de ponts disulfures 

dans le plasma sanguin hémolysé entre la transcortine et ui?, peptide à thiol 
-7 (tel que le glutathion) ou la cystéine libre. Pour cette recherche, 2 x 10  

moles de transcortine sont réduites dans 1 ml de tampm volatil (bicarbonate 

d'ammonium 0,2 M à pH 8) avec le 2 - mercaptoéthanol à 1 % sous azote, 

à l'obscurité pendant 16 h .  La solution est ensuite dessalée par passzge à 

travers une colonne de Bio-gel P-6 (0,8 x 18 cm) équilibrée avec un t ampi?  

bicarbonate d'ammonium 0,02 M à pH 8 et les fractions correspondant aux 

sels sont lyophilisées puis examinées avec un analyseur d'acides aminés. 

Aucun acide aminé n'est détecté ni avant, ni après hydrolyse acide totals 

bien que le groupement S H  accessible soit effectivement regén6r6. 

I 

La présence simultanée d'acide cystéique et de demi-cystine es t  

observable dans l'hydrolysat total acide de transcortine non r6duite : O, 86 

et 0,77 résidus par mole respectivement. La présence d'acide cystéique 

dans la traris cortine native ne peut cependant pas ê t re  envisagée puisque 

ce degré d'oxydation n'est pas réversible par le D T T  ; cependant la pr6- 

sence d'acide cystéinyl sulfénique ( S O H )  ou siilfinique ( S 0 2 H )  semble possible 

puisque ces dérivés peuvent ê t re  réduits sous forme de cystéine (1,ITTLE et 

O'BRIEN) (136). I l  a été montré que les acides sulféniques, à la différence 

des ponts disuifures, peuvent ê t re  réduits en thiols par l'arsénite de sodium, 

un réducteur très faible (PARKER et ALLISON) (137) ; (LITTLE et OIERIESJ 

(138). Les effets de l'arsénite et d'un autre réducteur faible, l'ascmrbate de 

sodium, ont donc été éti~diés. 



La reduction est réalisée su r  1 ml de solution de transcortine 

0,04 mM dans du tampon Tris  - HCl 0 , l  M à pH 8 , l  contenant de llEDTA 

disodique 0,001 M avec le réducteur en concentration 0,2 M pendant 

60 min. à l'obscurité 2 30" C. 0 , l  ml  de solution est prélevé en double 

exemplaire pour mesurer l'activité de liaison, la solution restante est 

dessalée pour t i t rer  les groupements -SI3 selon la technique indiquée sous 

le Tableau XI. Les deux réducteurs s e  sont montrés capables de régénérer 

le groupement S H  accessible (Tableau XII). 

8 ) S -aminoéthylation du groupement sulfhydryl accessible . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La S-aminoéthylation a éte réalisée dans des conditions natives 

avec l'éthylène-imine (RAFTERY et COLE) (139). Une solution de trans-- 

cortine libre 0,04 mM dans du tampon Tris  - IICl 1 M à pH 8,5 contenant 

de 1' ED'I'A disodique 0,001 M, est réduite par l e  D T T  10 mM à l 'obsc~i- 

rité pendant 1 h ; la solution est ensuite divisée en 3 portions de 1 ml. 

La première est agitée avec l1éthylène-imine pendant 2 h (G additions de 

10 p l  à dos intervalles de 10 min. pendant 1 h). A la seconde parti011 

du cortisol r3 H] (40 C i h o l e )  est ajouté pour avoir une concentration 

finale de 0, 05 mM avant la réaction avec l'éthylène-imine. Tn. troisième 

portion ser t  de témoin, elle n'est pas traitée. L'activité de liaison est 

mesurée par le charbon-dextran sur des aliquots de 0 , l  ml  et les groupe- 

ments S I 3  sont dosés après dessalage selon la technique indiquée sous le 

Tableau XI. 

La mesure directe de la S -amino éthyl cystéine par analyse des 

acides aminés n'a pas pu êt re  réalisée. En effet, la S-amino éthyl cystéine 

est éluée dans les chromatogrammes d'acides aminés dans un espace étroit 

entre la lysine et l'histidine ; o r  ceux-ci sont présents dans un hydrolysat 

acide de traiiscortine en quantité stœchiométriqucment 15  fois et 9 fois plus 

élevée. Une determinatiîn indirecte de la modification des groupements S H  

peut cependant ê t re  obtenue par titration des g r o u p a  ents thiol availt et 

après amino étliy lation. 



Tableau Xlï 

Effet des réducteurs et de l'amino éthylation 

dans des conditions natives 

su r  le  contenu en groupements thiol de la transcortine 

Réducteurs 

Groupements - SH / mole de transcortine 
(dosage en présence de SDS à 2 %) 

avant après 

amino éthylation arnino éthylation 

Dithiothreitol O, 01 M 

Arsénite 0,20 M 

Ascorbate 0,20 M 

a : aminoéthylation de la transcortiil_e libre. 

b : aminoéthylation de la trailscortine en présence d'un léger ,+ --, 

excès de cortisol. l ; $  

i, - - -.& J> 



Bien que 2 groupements S H  par mole soient dosés dans une 

solution de transcortine réduite en présence de SDS à 2 %, un seul groupe- 

ment S I 1  est détecté après arninoéthylation dans des conditions natives. 

Les résultats sont identiques pour la transcortine libre ou liée au cortisol 

(Tableau XII). Comme aucun groupement S H .  n'est détectable en absence 

de S D S , le groupement thiol restant après amino éthylation correspond au 

résidu de cystéine masqué, lequel ne peut pas réagir avec l'éthylène-imine. 

La S -amino éthylation de la transcortine dans des conditions natives perm et 

donc la niodification sélective du résidu de cystéine accessible. Cette . 

modification n'entraîne aucune perte de l'activité de liaison. 

c) Discussion - - - - - -  

Le rôle des groupements sulfhydryl dans les protéilles est souvent 

reconnu comme important dans les processus enzymatiques ou les énergies 

d'association. T r è s  souvent deux catégories de groupements sulfhydryl sont 

présentes : ceux accessibles aux réactifs habituels des thiols et ceux qui 

sont masqués. Pour ces derniers groupements, une dénaturztion de la chalne 

protéique est nécessaire pour les rendre réactifs. Les différentes causes 

possibles du masquage d'un groupement sulfhydryl dans une protéine ont été 

récemment passés en revue (WESTHAUS et POHL) ( l40) : 1. - séquestration 

dans une région hydrophobe. 2 .  - encombrement stérique 10 a l .  3 .  - liaison 

hydrogène avec des résidus dlacide aminé vbisins. 4. - liaison covalente 

sous forme de thiazolidine. La première cause, la séquestration dans des 

régions hydrophobes, est apparue comme la plus courante. 

Un des deux groupements sulfhydryl de la transcortine est masque: 

dans la conformation native. Nous avons montré que l'autre groupement 

sulfhydryl, s ' i l  est effectivement porté par un résidu de cystéine accessible, 

est cependant bloqué ; i l  semble être oxydé sous forme d'acide snlfénique 

stabilisé. 



L'acide de FRIES (l41) (acide anthraquinone-1 -sulfénique) et deux 

autres composés voisins (BRUICE et a l , )  (l42) (l43) sont les seuls acides 

sulféniques isolés avec suc&s. Il a été proposé que la stabilité de ces 

acides sulféniques particuliers est probablement due à des liaisons hydrogènes 

ou à d'autres interactions fortes entre l'atome de soufre oxydé et le groupe- 

ment 9,10 quinone aromatique (BRUICE et a l . )  (143). Les acides sulféniques 

aliphatiques ne peuvent pas être ainsi stabilisés et ne peuvent donc pas ê t re  

isolés. La stabilité du dérivé sulfénique dans la transcortine est sans doute 

permise par son environnement stérique et chimique. 

La présence d'acide cystéinyl-ûulfénique a été décrite dans la 

glycéraldéhyde 3 -phosphate déshydrogénase et il est suggéré que l'oxydation 

s e  produit lors de l'isolement (PARKER et ALWSON) (137). Elle a été aussi 

suggérée dans la papaïne (LITTLE et O' BRIEN) (138). L'oxydation du résidu 

de cystéine accessible de la transcortine que nous isolons peut s e  produire 

durant la collection des échantillons biologiques de sérum. En effet, le 

"pool" de sérum, souvent hémolysé, est généralement conservé à température 

ambiante 2 jours et à 4°C pendant 1 semaine pour la collection, avant d'être 

congelé à - 20" C. Il s'agit là, en effet, de la seule différence technique 

apportée par rapport aux premiers temps 02 nous isolions la transcortine : 

les sérums étaient alors congelés immédiatement et s i  le dosage des groupe- 

ments S H  n'avait pas été fait su r  la trznscortine native, nous dosions cepen- 

dant 2 groupements S H  par mole en milieu S DS à 2 % et sans r6duction 

préalable (chapitre III). 

Il est important de connaître le rôle éventuel de ce résidu de 

cystéine accessible et oxyd6. Trois acides aininés ont été identifiés dans 

différentes régions du site de liaison par marquage d'affinité : nous en 

avons suggéré dein (Iiistidine et méthionine) ; le troisième acide aminé est 

le résidu de cystéine accessible qui est localisé pres de l'atome de carbone 6 

du cortisol par KHAN et ROSNER (132). Nous avons cependant montré que 

ce résidu n'est pas essentiel pour la liaison au cortisol et d'ailleurs KHAS 

et ROSNER avaient, eux aussi, montré que le PCnll B n'inactive pas la 

transcortinc. De plus le degré d'ionisation des résidus de cystsine n'est pas 

capable d'affecter la vitesse de dissociation des wmplexes trans cortilêe-steroïde 

ii l'inverse de  celui des residus d'histidine et zrginine(3TRC)UPE et âl .)  (73), 



Ces observations suggèrent que le résidu de cystéine accessible 

est localisé dans le site de liaison entre la "poche" du cortisol et l'exté- 

rieur de la molécule de manière à être  accessible des deux côtés. 

2"- Histidine et tyrosine essentiels 

La présence d'un résidu d'histidine dans le site de liaison a été 

précédemment démontrée par marquage d'affinité, il est donc utile de savoir 

si la transcortine possède un ou plusieurs résidus d'histidine essentiels 2 

son activité. La présence de tyrosine proche du site de liais011 est suggéree 

par l'étude en spectre U.V. différentiel (AUBERT et LE GAILLARD - résultats 

non publiés). Nous avons donc modifié la transwrtine à l'aide de deux 

réa d i f s  spécifiques : le pyro carbonate d'éthyle pour l'histidine et le 

tétranitrométhane pour la tyrosine. Leur mode d'action est décrit dans 

la Figure 30. 

a) Résidu dlhi.stidine essentiel - - - - - - - - - - - -  

La transcortine contient 9 résidus d'histidine par mole 

4 ) Inactivation de la transcortine par le  pyrocarbonate d'éthyle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

L'activité de la transcortine est i&nhibée par des concentrations 

relativement faibles en pyrocarbonate d'éthyle (Figiire 31). Le temps 

d'incubation avec le réactif est limité à 20 min. car la réaction avec les 

résidus d'histidine ne s e  poursuit pas au-del&, comme le montre la Figure 32 : 

une augmentation de la densité optique à 240 nm exprimant la modiîication des 

résidus histidyl (OVADI et a l . )  (145) s e  stabilise après 20 min. Le temps 

de réaction est donc court, ce qui peut être dCi à l'hydrolyse rapide du 

pyrocarbonate d'éthyle en éthanol et acide carbonique (FMDETJ et KASSAB) 

(147). 



pyro carbonate d'éthyle Histidine 

éthoxycarbonylhistidine 

Tétranitrométhane Tyrosine 

CH2 - CH - COOH 

I 

HO 

Nitratyrosine --- - - - - -  - - '- 
Figure 30 - M ~ d e  d'action du pyrocarbonate d'éthyle (QTTADI et a l . )  (145) 

et du t6tranitrométhane @OKQLOVSIiI et al,) (146) 
--- ---" 
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Figure 31 : Inactivation de la transçortinc par des concentrations croissantes - --.- 
en pyrocarbonate d'éthyle. 

La transcortine ( 0 , O S  rnM) est incubée avec différentes concentrations 

de pyrocarbonate pendant 20 niin. L'activité exprimée en poiircentage de cortisol 

lié est représentée en fonction de 1.a concentration en réactif. L1activitG 

est mesurée par dialyse multiple à l'éqililibre ( A- b, ) et par Le 

charbon-dextran ( e - ). Les techniques sont décrites au Chapitre technjque. 



Figure 32 

30 45 

temps (min) 

Cinétique de la modification des résidus His 

La transcortine ( 0 , 0 2  mlf) est incubé; avec du pyrocarbonate 

d'éthyle 1 rnM. L'absorption différentielle à 240 nm ( e- @ ) et 288 m ( A - a )  
est suivie en fonction du temps et le nombre de résidus histidyl modifiés 

( 6- O ) est calculé d'après le coeffi.cient d'extinction molaire de 

3.200 flcm-l à 240 nm (OVADI et al. - 145) 



lJne discordance importante apparaît entre les deux méthodes 

utilisées pour déterminer l'activité liante : l'inactivation observée est 

inférieure avec la niéthode par dialyse à l'équilibre, à la méthode au 

charbon-dextran, sauf pour la concentration en réactif la pllrs élevée 

(Figure 31). Cette différence peut ê t re  expliquée par le  temps t rès  long 

nécessaire pour une dialyse à l'équilibre (72 h à pH 7,4 à 4" C) (voir le 

chapitre technique) ; ce temps peut entra'her une hydrolyse partielle des 

liaisorrs éthoxycarbonyl-histidine et donc une réggnération progressive de 

l'activité liante au cours de la dialyse. L'instabilité à pII neutre de la 

liaison N-éthoxycarbonyl-imidazole a ,  en effet, étt5 montrée par MELCHIOR 

et FAHRNEY (148). 

) Confir~iiation de la niodifimtion de résidus histidyl p . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Bien que la réaction du pyrocarbonate d16thylv avec les protéines 

soit relativement spécifique pour les résidus histidyl à pH 6 , l  (PRADEL et 

KASSAB) (147), d'autres acides amines peuvent ê t re  aussi nlodifiés dans un 

milieu neutre ou légèrement alcalin &IELCT-IIOR et al.) (148) ; (IARROUQUERE) 

(149) ; (MÜHLRAD et al. ) (150) ; (BURSTEIN et al .)  (151). L'identification 

du ou des résidus d'acide arniné dont la modification entraîne une perte d'acti-. 

vité, doit donc êt re  vérifiée. Après modification par le pyrocârbonate 

d'éthyle, le spectre d'absorgtion différentiel!z entre 230 r i  et 320 TUDI est 

suivi avant et après traitement par l'hydroxylamine. 

La modification des résidus histidyl doit entraîner une augmentation 

de l'absorbance à 240 nm et la modification' de résidus tyrosyl, une diniinution 

de l'absorbance à 280 nrn (MÜHLRAD et al .)  (150) ou 288 nm (THOME-BEAU 

et al.) (152). La Figure 32 montre que la densité optique à 240 nm augmente 

a lors  que la densité optique à 288 nm ne varie pas. Les résidus tyrosyl 

ne sont donc pas modifiés ; ils ne le sont pas non plus si une concentra.tion 

élevée en réactif est utilisge (20 ma<). 

L'activité liante plus élevée observée après dialyse à l'équilibre de 

l'éthoxycarbonyl-tra.nscx)rt;ine a suggér6 -implication de l'histidine dans la 



liaison puisque la liaison éthoxycarbonyl-histidine est instable. Le traite- 

ment par l'hydroxyïamine devrait le confirmer puisque l'hydroxylamine 

coupe la liaison éthoxycarbonyl-histidine mais ne coupe pas la liaison 

éthoxycarbonyl-lysine plus s table (TvIELCE-IIOR et FAHRNEY) (148). Aprcs 

traitement de la transcortine inactivée par de faibles concentrations en 

pyrocarbonate, une restauration complète de l'activité d'origine est observée 

(Tableau XII). Cette restauratio~i est accompzgnée de la disparition de 

l'absorbante à 240 nin et donc de la coupure des liaisoiis Cthoxycarb~nyl- 

histidine. L'inactivation de la transcortine par le pyrocarbonate d'éthyle 

semble donc bien due à la modification d'un ou plusieurs résidus histidyl. 

Quand des concentrations élevées en pyrocarbonate dl éthyle sont 

utilisées (5 mM et 10 inM - Tableau XII), l'hydroxylamine n'entraîne qufiine 

restauration partielle de l'activité d'origine. Les activités recouvrées sont 

identiques 3 celles des solutions dialysées, elles suggèreilt une imclivatlon 

irreversible induite par une autre réaction que l'éthoxycarbonylation de 

l'histidine. 

d / )  Spécificité de la modification . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La. réactivation de la transcortine modifiée après incubation avec 

l'hydroxylamine laisse prévoir qu'il n'y a pas eu de dénaturation de la trans- 

cortine. L'âbsence de dérïaturatiûii est miîfir.in6e par dichroYsliîe circülaiïa 

et éledrophor6se en gel de polyacrylamide. Aucune zone de polymère n'est 

détectable après électrophorèse en gel de polyacrylamide de l'éthoxycarbonyl- 

transcortine, même s i  une concentration élevie en réadif  est utilisée (10 mM);  

1' inactivation irréversible obtenue avec cette forte concentration ne peut cloiic 

pas être expliquée par une polymérisation comme cela avait été observé pour 

la ribonucléase (WOLF et al .)  (153). Aucun changement de la structure 

secondaire n'a été détecté par dichroïsme circulaire, même pour la tram- 

cortine incubée avec du pyrocarbonate 20 mM ; l'inactivation irréversible 

observ6e avec les concentrations élevées en réadif  ne semble donc pas due 

à une dénatura,tion. 



Tableau XII1 

- 

Réactivation de l'éthoxycarbonyl-trans cortine par l'hydroxylamine 

ou pendant la dialyse à l.'éqiiilibre 

La transcortine (0,02 mM) est incubge, dans un tampon 

phosphate de sodium 0 , 0 5  M, à pH 6 ,1 ,  aux différentes concentrations en 

pyro carbonate d'éthyle, à température ambiante, pendant 20 min. 

Pour la réactivation par NH OH, du cortisol PH] (40 Ci/mole) est ajolité 
2- 

à un aliquot de 0 ,2  m l  de chaque so l~~t ion  de ma,nière à avoir une concen- 

tration finale égale à 0,025  mM ; la solution est ensuite .diluée 5 fois avec 

NH20H 1 M dans du tampon Tris  - HC1 0 , l  M à pH 7,O , incubée 1 11 2 tem- 

pérature ambiante, puis l'activité est mesurée par le charbon-dextran. 

Pour la dialyse, du cortisol est ajouté à une aliquote de 0 , 3  ml de chûque 

échantillon de maniEre à avoir une concentration finale de 3,025 niM ; la 

solution est ensuite diluée 1 0  fois avec le tampon phosphate de sodiüm 0,05 M 

3 pH 7,4, puis une dialyse multiple à l'équilibre est réalis6e. 

Activité liante pour le cortisol 
Pyro carbonate 

d'éthyle Témoin NH20H 1 M Dialyse de 72 h 



L'jnactivation de la iranscortine par dénaturation semble exclue 

mais ceci n'implique pas obligatoirern ent qu'un ou plusieurs résidus histidyl 

sont présents dans le site de liaison. Cependant, quand une enzyme est  

protégée par son substrat contre l'inactivation, i l  est vraisemblable que les  

résidus d'acides amines protégés de la modification sont situés à 1' intéri cur 

ou près du site actif. Si la transcortine est incubée avec le pyroc;rrbonat;e ' 

d'éthyle en présence de cortisol, la perte d'activité est plus faible. L'effet 

protecteur du mrtisoi est proportionnel à la quantité ajoutée jusqu'à ce que 

le rapport molaire cortisol / transcortine atteigne une valeur &gale à 1 ; il 

reste ensuite constant (Figure 33).  Le dosage des &sidus histidyl modifiés 

n'a pas été réalisé lorsque du cortisol est présent car celui-ci absorbe 

davantage la lumière U.V. à 240 nm que l'éthoxycarbonyl-histidine . 

$ ) Stcecliiométrie de la réaction .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. m. 

Le nombre de résidus histidyl inipliqués dans la liaison au cortisol 

a pu êt re  determiné en utilisarit de t rès  faibles concentrations en pyrocarl-tonate 

d'éthyle : de 0,01 à 0,50 m M  ce qui correspond à des rapports molaires 

réactif / transcortine allant de 0,5 à 25. Pour chaque concentration en réactif, 

la quantité de r6sidus histidyl modifiés est mise en relation avec l'activité 

liante résiduelle (Figure 34). La baisse de l'activité liante s e  produit selon 

2 pentes principales qui correspondent vraisemblablement à des réactivites 

différentes de résidus histidyl. La première pente ( - 66,90 ), qui correspond 

à la plus grande réactivité, doit ê t re  corrigée car les résidus hiséidyl de 

plus faible réactivité, qui donnent la seconde pente ( - 24,95 ), induisent une 

sous-estimatioil de la première. L'addition des deux pentes ( - 66,90 - 24,95 

= - 91,85 ), visualisée en pointillé dans la Figure 34, indique qu'une inhibi- 

tion complète de l'activité liante au cortisol est obtenue pour la modification 

d'un seul résidu histidyl par mole de transcortine. 



Rapliort molaire cortisol / t ranstortine 

Figure 33 : Protection par le cortisol contre l'action du pyrocarbonate 

d'éthyle sur la transcortine. 

La transcortine (0,02 mb1) est traitée par le pyrocarbonate d'éthyle 1 mM 

spres avoir ajouté différentes quantités de cortisol r3H] (10 Ci/mole) . 
r 9  1 

Après 20 minutes de .réaction à températüre ambiante, du cortisol L 3 ~ J  
(10 Cilmole) est ajouté de manière à obtenir la même concentration en cortisol 

dans chaque solution. L'activité liante est ensuite déterminée par la méthode 

au charbon-dextran. 



hist idy l 

Figure 34 : Diminution de llactivi.té liante au cortisol de la transcortine - - ---- -.mm--- ---- 
en fonction du nombre de résidus éthoxycarbonyl.histidyl.  

____1- 

La transcortine (0,02 ml*) est traitée avec différentes concen- 

trations en pyrocarbonate d'éthyle (rapport molaire réactifltranscortine = O 2 25 

La première pente - 66,90) est obtenue avec des rapports molaires de O à 2 ; 

la deuxième pente (- 24,95 ) avec des rapports molaires de 2 à 7 et la 

troisième (négligeable) avec des rapports molaires de 7 à 25. L'addition des 

2 premières pentes (- 66,90 + - 24,95 =-91,85 ) indique que l'inhibitioii 

complète de l'activité liante au cortisol est obtenue par la modification 

de 1 résidu hi-stidyl par mole de transcortine ( -  - - - - ) .  L'activité est mesurée 

par le charbon-dextran et le contenu en éthoiycarbonylhistidine est drferminé 

par analyse spectrale différentielle. 



b) Résidu de tyrosine essentiel - - - - - - - - - - - - -  

La transci~rtine contient 9 r6sidus de tyrosine par mole. 

0( ) Inac,tivation de la transcortine par le tétranitroinéthane . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

La cinétique de réa,ction du tétranitrométhane (2 IXM) avec la 

transcortine (0,02 mM) à deux pHs différents est montrée s u r  la Figure 35. 

Une baisse d'environ 50 p. 100 de l'activite d'origine est observée après 

1 h de réaction, elle n'est pas beaucoup plus importante quand la réad isn  

est conduite à pH S plutôt qu'à pH 6. Comme aucune diminution d'activité 

n'est plus observée après un temps de réaction de 2 h , ce temps a 6té 

retenu pour étudier l'inactivation en fonction de la conceRtration en tétranitro- 

méthane. La transmrtine est en solution 0, '24 mM à pII 6 et les rapports 

molaires réactif / transcoi-tine varient de O à 100 (0 à 4 inNI) : le pciurcen- 

tage d'activité résiduelle atteint un plateau (à environ 50 %) dès que le rap- 

port molaire réactif / transmrtine devient supérieur ou égal à 20 (c~ncenira-  

tion réactif 0,8 mM) Figure  36). A la difforence de ce qui a été observé 

lors de la modification par le pyrocarbonate d'éthyle, aucune discordance 

n'est apparue entre les deux méthodes utilisées pour la mesure d'activité : 

l'adsorption au charbon-dextran et la dialyse multiple à l'équilibre. 

Les vitesses d'inactivation sont t rès  proches à pH 8 et à pK 6 

(Figure 35) ; elles diffèrent, en cela, des vitesses de réadion du tétranitro- 

méthane avec des peptides modèles à tyrosine (SOKOLOVSKY, RIORDAN et 

VALLEE) (146). Dans ces peptides, le tétranitrométhane modifie les résidus 

tyrosyl et oxyde les groupements sulfhydryl à pH 8 mais seuls les groupe- 

ments sulfhydryl sont modifiés à pH 6. SOI(OLOVSKY, RIORDAN et VALLEE 

ont donc pensé que cette dépendance du pH pouvait être mise  à profit Wur 

différencier les deux types de résidus. En fait, la rénctivite des residus 

d'acide aminé dans une protéine est t rès  liee à l'environnement stérique et 

chimique de ces rgsidus, elle diffère donc soureat de celle des acides a ~ i r i e s  

dl un peptide. Ainsi la rzodification des résidus tyros y1 de l'aspartate-arnino- 

transférase par le tétranitromethane est inc?épendante du pH entre 6 et 9 



Figure 35 : Cin6tique de l'inactivation de la transcortine par le - 
tétranitrométhane. 

La transcortine (0,02 inE.I) est incubée avec le tétranitrométhane 

(2 mM) dans 2 ml de tampon Tris-HC1 0,05 M à pH 8 (e- a ) et dans 2 ml 

de tampon phosphate de sodium 0,05 M à pH 6 contenant du cortisol C34 (40 Ci/rnoie) 
0,025 mM ( A- A ) ou sans cortisol ( O-- 0 ) .  L'activité liante est 

mesurée par le charbon-dextran. 





(CIIRISTEN et RIORDAN) (154). Il 'est donc important d'identifier, dans la 

transcortine modifiée, le ou les résidils d'acide aminé dont la modification 

entraîne une perte d'activité, 

p ) 
Identification des acides aminés modifiés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

De manière à diminuer la réactivité des acides aminés non-essentiels, 

la modification est réalisée à pH 6. Après incubation avec le tétranitro- 

méthane, des résidus tyrosyl et cystéinyl sont modifiés mais aucune perte 

d'activité ne s e  produit s i  la réaction est conduite en présence de cortisol 

en léger excès stoechiométrique sur la transcortine (rapport molaire = 1,25) 

(Tableau XTV). Le nombre de groupements S H  oxydés par mole est le même 

dans la transcortine active (protégée par le cortisol) et dans la tra~iscoi-tine 

imd ivée  à 53 p. 100 ; par contre le nombre de résidus nitrotyroayl est 

supérieur dans la transcortine inactivéve. L'inactivation à 53 p. 100 ne peut 

donc pas être la conséquence de l'oxydation des groupements sulfhydryl mais 

une corrélation entre cette inactivation et la modification de O,4 r6sidu iy~0sy l  

par mole peut ê t re  envisagée (Tableau X V ) .  

f ) Spécificité de la modification . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Coinme le nrontrent la Figure 35 et le Tableau X I V ,  aucune perte 

d'activité n'est observée quand le tétranitroniétl-ianc est ajouté à la transcortine 

en présence d'un léger excès stovchiométrique de cortisol (rapport molaire 

cortisol / protéine = 1,25). Cette forte protection induite par le cortisol 

peut explicluer pourquoi 1' inactivation de la trans cortine est toujours iilcom - 

plète. La transcortine n'est, en effet, jamais obtenue totalement libre de 

cortisol par le charbon-dextran 2 37" C (voir Appendice technique) : environ 

5 p. 100 des sites de liaisons restent occup6s. Le cortisol rgsiduel peut 

protéger les sites de liaison dans une propmtion supérieure à celle du rap- 

port molaire cortisol résiduel / transcortine. Ceci est possible s i  on admet 

que le cortisol résiduel slécliar?ge continuellci~ier~t d'une molécule de transcortine 

à une autre ; de fait, la vitesse de dissociation du complexe transcortine- 



Tableau XIV 

Réaction de la transcortine avec le tétranitrométhane en la présence 

et en l'absence de cortisol : acides aminés modifiés 

Lâ transcortine (0,04 mM) dans 1 m l  de tampon phosphate de sodium 

0,05 M à pH 6 est incubée avec le tétranitrométhane 2 mM en la présence 

ou en l'absence de cortisol C3 (40 Ci/mole) 0,05 mM . La réaction 

est arrêtée après 2 h par addition de dithiothreitol 1 0  mM. Les résidus 

nitrotyrosyl et les groupements S H  sont dosés après dessalage sur  Bio-gel 

P 6 .  L'activité liante est mesurée par le charbon-dextran. Les details 

techniques sont décrits dans l'Appendice technique. 

T N M : tétranitrométhane. 

Groupements S I 3  

oxydés / mole 

de t r a m  cortine 

O 

0,4 

0,4 

-- 

O 

Résidus 

nitrotyrosyl / 

mole de transcortine 

O 

0, 9 

O, 5 

094 

( T )  

Témoin 

( A )  

Incubation avec 
TNM 

( B )  

Incubation avec 
3 

TNM + cortisol H 

( A )  - ( B )  

Pourcentage 

d'inactivation 

O 

53 

O 

53 
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cortisol, déterminée par STROUPE et ai. (79), est élevée (0,03 sec. 

à 20" C et à pII 7,4), elle est de plus, t r è s  pH-dépendante en deçà 

de pH 7 : la vitesse de dissociation est ainsi 3 à 4 fois plus rapide 

à pH 6 qu'à pH 7,4 . 

Le dichroïsme circulaire et l'électrophorèse en gel de 

polyacrylamide ne montrent pas d'altérations structurales dans la transcortine 

modifiée. Les spectres de dichroïsme de la transcortine inactivée et de 

la transcortine native sont identiques. Une seule zone est observée après 

éledrophorès e en gel de polyacrylamide de !a trans cortine modifiée ; 

cette zone a une migration identique à celle de la transcortine native. 

) Stechiométrie de la réaction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Une corrélation semble exister entre la perte d'activité et la 

nitration d'un résidu tyrosyl (Tableau XIV), cette corrélation a été coiifirm6e 

en conduisant la réaction avec des concentrstions faibles en tétranitrométhane : 

0,02 à 0,80 mM lesquelles correspondent à des rapports molaires réactif / 

transcortine de 0, 5 à 20. A la différence de la modification par le pyro- 

carbonate, l'excès de réactif et ses sous-produits doivent ê t re  élimin6s avaiit 

le dosage de la nitrotyrosine par analyse spectrale : un dessalage est 

réalisé sur  des fractions de 1 ml dans une petite colonne de Eio-gel P 6 ; 

le pic protéique élué est ensuite concentré à 1 ml  par ultrafiltration. Comme 

ces étapes entraînent une perte de protéine, une concentration plus élevée 

en transcortine est utilisée pour la modification (O,@ mM alors qu'une 

concentration de 0, 02 mM était utilisée avec le pyrocarbonate d'éthyle). 

Pour chaque concentration en tétranitrométhane, la quantité de 

résidus nitrotyrosyl est mise  en relation avec le pourcentage d'activité rés i -  

duelle (Figure 37) : deux pentes sont obtenues mais,  à la différence des 

pentes observées avec la modification par le pyrocarbonate, la deuxième pente 

est trop faible pour interférer avec la première. Une perte complète d'activité 

correspond donc, comme le montre la Figure 37, à la nitration d'un seri1 

résidu tyrosyl par ino!écule de trzlnscortiile. 



Résidus  n i t ro ty ' roçy l /mole  

F u  37 : Diilinution de l'activité liante aii cortisol de la tyrosine 

en fonction du nombre de résidus nitrotyrosyl. 

La transcortine (0,04 nVl) a été nitrée avec des concer,trâtiûr;s 

croissantes en tétranitrométhane (rapport molaire réâctiflprotéine = O à 20) 

dans 1 ml de tampon phosphate de sodium 0,05 M à pE 6. L'activité est mesurée 

par le charbon-dextran et le contenu en résidus nitrotyrosyl est détemin6 

par analyse spectrale différentielle. 



c) Discussion 
- - - - - -  

Les études sur la spécificité de réaction du pyromrbonate d'éthyle 

avec les acides aminés à un pII inférieur à 7 ont montré que les résidus 

histidyl essentiels sont susceptibles d'être modifiés préférentiellement 

(PRADEL et IMSAB) (147) ; (THOME-BEAU et al .)  (152) ; (IIOLBROOK 

et INGRAM) (155). Un travail récent a démoiitré, en utilisant du pyro- 

carbonate d'éthyle [14 Cl , que les faibles concentrations en réactif 

n'acylent ni les acides aminés libres autres que les dérivés imidazole, 

ni les résidus d'acide aminé autree que l'histidine (CFIOONG et al.) (156). 

Nous avons montré que le pyrocarbonate d'éthyle inactive la transcortine 

en acylant un seul résidu histidyl par mole. De plui.;, le traitement de 

l'éthoxycarbonyl-transcortine par l'hydroxylamirie supprime complètement 

la bande à 240 nrn du spectre différentiel et restaure l'activité liante ; cette 

régénération exclut la modification d'un groupement aminé essentiel (ME LCHICIR 

et FAHRNEY) (148). Cependant l'irréversibilité de l'inactivation par des 

concentrations élevées en pyromrbonate (5 mM - IO mM) suggère qu'une 

réaction différente apparaît dans ce cas. Ce ne .peut pas être une modifi- 

cation de résidus tyrosyl car aucune bande spectrale n'est observée dans 

la région d'absorption allant de 260 à 300 nm, mais i l  peut s e  produire une 

modification de groupements -aminés ou un clivage de BAMBERGER du 

noyau imidazole ; un tel clivage a été démontré s u r  l'histidine libre 

(LûOSEIkTORE et PRATT) (157) et suggéré dans differentes protéines 

(LOOSEMORE et PlL4TT) (157) ; (ROGERS et al. ) (158) ; (Mc TIGUE et 

VAN ETTEN) (159). 

En accord avec la spécificité connue du tétranitrométliane 

(SOKOLOVSKY et al. ) (146), celui-ci a modifié des résidus tyrosyl et 

cystéinyl dans la transcortine. Cependant l'inactivation ne peut pas ê t re  

due à l'oxydation de groupements sulfhydryl car la quantité de résidus 

cystéine oxyd6s est la même dans la transcortine inactivée et la transcortine 

protégée par le cortisol ; de plus, nous avons montré précédemmelil que  

le résidu de cystéine accessible de la transcortine semble partiellement 



oxydé sous forme d'acide sulfénique et n'est pas un acide aminé essentiel 

pour la liaison au cortisol. A la différence deJpeptides modèlzs à 

tyrosine, la nitration est efficace 2 un pH acide (pH 6) ; une telle 

indépendance du pl3 a été observée aussi avec ltaspartate aminotransfgrase 

(CHRISTEN et RIORDAN) (154). La perte complète d'activité correspond 

à la nitration d'un seul résidu tyrosyl par mole de transcortine. 

Les deux modifications chimiques réalisées n'ont pas provoqué 

de réticulation de la protéine ; de plus, aucune altération de la structure 

secondaire n'a pu êt re  détectée par dichroïsme circulaire. Le cortisol 

protège la transcortine contre l'inactivation : la protection est totale 

contre le tétranitrométhane et d'environ 75 p. 100 contre le pyrocarbonate 

d'éthyle. Cette protection suggère fortement que les deim acides anlines 

essentiels sont situés 2 l'intérieur du si te de liaison bien que d'autres 

possibilités puissent être envisagées : s i  la liaison d'un ligand entraîne 

un changement conformationnel de la protéine, i l  est possible que l'inacti- 

vation biologique par modification chimique ait lieu même si le résidu 

d'acide aminé essentiel n'est pas  dans le site actif. La modification 

chimique de cet acide amine essentiel causera alors l'irac%ivation, soit en 

gênant le changement conformationnel induit par l e  ligand, soit en provoquant 

lui -même un changement con.formationne1. De telles interprétations ont été 

suggérées pour le résidu tyrosyl essentiel de l'A T P ase  mitochondriale 

(FERGUSON et al .)  (160) ; et le résidu histidyl essentiel de la luciférasc: 

(COUSINEAU et MEIGHEN) (161). 

L'étude de l'activité liante de la transcortine en fondion du pH 

a montré un point dt inflexion pour un pH d'environ 6,5  (VAN BAE LEN -- et: al.  ) 

(162). L'implication d'un résidu liistidyl (pK = 6,5) dans la liaison a a  

cortisol a été envisagée après étude de la vitesse de dissociation transcortine- 

stéroïde en fonction du pH (STROUPE et al.  ) (79) et la présence d'un &sidu 

histidyl dans le site de liaison a été précédemment démontrée par marquage 

d'affinité. Le résidu histidyl essentiel que nous avons mis en évidence 

corrobore donc l'observation de STROUPE et ab. et suggère qu'il s'agit Gu 

résidu histidyl que nous avions pré c@demment 10 calisé p r i s  du group~cmerit 



20-cétonique du Cortisol par marquage d'affinité. Nous ne pouvons 

cependant pas affirmer que c'est le même résidu puisque le marquage 

d'affinité ne prouve pas le rôle essentiel de l'acide aminé modifié. 

Le résidu de tyrosine essentiel, s 'il  est présent à l'intérieur 

du site, pourrait s e  localiser dans la région profonde, non explorée par 

le marquage d'affinité, et interagir avec le groupement A 4 - 3 cétonique 

du cortisol (groupement indispensable à la liaison transcortine-stérolde 

(Figure 38). Cette hypothèse (tyrosine profondément enfouie et histine 

plus extérieure) expliquerait les différences d'action du tétranitrométhane 

(Tyr) et du pyrocarbonate d'éthyle (His) : le cortisol protège coniplèta- 

ment contre le tétranitrométhane (activité de 100 p. 100) alors qu'il ne 

reste que 75 p. 100 d'activité après action du pyrccarbonate. L5L même 

différence d'activité est observée lors de l'action de ces &actifs s u r  la 

transcortine libre (ne contenant plus que 5 à 10 p. 100 du cortisol initial) 

puisque les activités résiduelles après action du tétranitrométhane et du 

pyrocarbonate sont respectivement de 40 p. 100 et 15 p. 100. 



Figure 38 : Localisation présumée des résidus d'acides aminés identifiés - 
dans le site de liaison de la transcortine. --- 

Trois résidus ont été localisés par marquage d'affinité : blet et Rï.s 

(résultats personnels), Cys SH (KHAN et R9SNER - 132). Ce dernier n'est 

cependant pas essentiel pour la liaison au cortisol. Deux résidus essentiels 

ont été déterminés par modification chimique spécifique : Tyr et His. La 

différence de protection par le cortisol de ces deux acides aminés suggkre 

que la tyrosine est'située profondément dans le site alors que l'histidine 

est plus accessible. 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  



Pour étudier le  mécanisme d'action des hormones stéro'icles, 

plusieurs voies sont envisageables. 11 était normal pour un laboratoire 

de structure protéique d'étudier les protéines de transport des stéroïdes ; 

ces protéines ont un rôle essentiel dans leur mode d'action (voir la 

revue générale) mais leurs propriétés sont encore t rès  peu connues. 

Nous avons choisi la protéine qui semblait la plus apte à être isolée 

en quantité suffisaante pour son étude : la transcortine. 

Ia mise au point d'une méthode originale d'isolenient, efficace 

et rapide (chromatographie d'affinité), a été décisive dans notre travail. 

Disposant des lors de quantités relativenent importantes de transcortine 

. pure et active, nous avons pu en déterminer les divers paraïi~ètres 

physico-cliimiques, la composition en acides m i n é s  et en oses, et la 

s6quence.N-terminale. Ces déterminations ont montré les discordances 

existant entre #a transcortine isolée par les méthodes classic.jues et celle 

isolée par chromatographie d'affinité. Seule cette dernière méthode 

permet l'obtention de transcortine réellement pure et active. 

Nos résultats concernant la composition ne peuvent être comparés 

qu'avec ceux de ROSNER (62) (64) qui est le seul à avoir fait ces détermi- 

nations sur  de la transcortine isolée par chromatographie d'affinité. Les 

compositions en acides aminés sont en bon accord ; ROSNER n'a pas 

déterininé la compositiori en oses ; quant à Itz séqiience N-terminale, 

nous n'avons pu réaliser, conîme ROSNER, plus de 8 cycles de dégradatior, 

sur  un séquenceur automatique. Nous avons retrouvé la même séquence 

sauf, curieusemerit, pour les deux premiers acides aminés, c'est-à-dire 

normalement les plus faciles à identifier. 

L'étude de la structure secondaire et de la polymérisatjon, celle 

du site de liaison au c~r t i so l ,  n'avaient jamais été eiztreprises au pr6alaSle. 

Elles i~ous ont permis de préciser les caractéristiques de la partie proleique 



de la molécule (73 p. 100). La transcortine est ainsi apparue comme 

une protéine capable de s e  polymériser t rès  facilement dès qu'elle n'est 

plus dans un milieu favorable : température >60' C, pH <5 . Cette 
/' 

polymérisation s'accompagne d'un changement important de la structure 

secondaire (diminution des hélices d et apparition de structure (I, ) et 

d'une inactivation.irréversjble. Cette dernière semble correspondre à 

la disparition d'une région bien précise en hélice o( et non à l'apparition 

de structure p . 

L'étude du site de liaison par marquage d'affinité a permis de 

localiser deux résidus d'acide aminé dans le si te de liaison : 

- - un résidu de méthionine qui pourrait avoir une liaison hydrogène avec 

le groupement 11 -hydroxyle du cortisol à moins qu'il n'ait des 

interactions hydrophobes avec les groupements méthyl 1 8  et 19. 

- - un résidu d'histidine qui permet vraisemblablement une liaison hydrogène 

avec la fonction 20-cétonique du cortisol. 

L'utilisation de réactifs spécifiques d'un type d'acide ainiiié a 

perniis de montrer : 

= le caradère  non esseritiel du residu de cystéine accessible bien que 

celui-ci ait été localisé au niveau de l'atoine de carbone 6 du cortisol 

par KHAN et ROSNER à l'aide du marquage d'affinité (132). 

- - le caractère essentiel. d'un résidu d'histidine et d'un résidu de 

tyrosine. Ce dernier est totalement protSgé par le cortisol, i l  semble 

donc situé profondément dans le site. On peut supposer qu'il ait des 

interactions avec la fonction A - 4 - 3 cétonique du cortisol qui est  

connue comme absolument indispensable à la liaison. Cette région 

semble de plus, elle aussi, sitliée profocdément à l'intérieur du si te 

alors que lfex-tr@mité opposée (chaîne latérale en position 17) est tournee 

vers l'extérieur (BASSET et a l . )  (117) ; elle est également t rès  étroite 



puisque nous.nlavons pas pu substituer s u r  les cycles A et B 

de groupements encombrants sans supprimer l'affinité de liaison. 

La. mise en évidence d'acides aminés impliqués dans la liaison 

au cortisol est une première étape dans l'étude du site de liaison ; il sera,  

en effet, né cessaire de compléter ces déterminations en étudiant la structure 

covalente des peptides mnt emnt les acides aminés identifiés. Ceux- ci 

peuvent être obtenus par coupure chimique ou enzymatique de la transcortine 

modifiée. Les peptides marqués sont ensuite identifiés par leur radio- 

activité dans le cas du marquage dTaffinité ou par leur zone d'absorption 

caractéristique à 428 nm dans le  cas d'une nitration. 

L'étude de la structure du site de liaison s'inscrit dôns celle 

de la molécule entière qui est actuellement commencée : structure pri- 

maire et structure tertiaire après cristallisation. Seule la coiinaissaiice 

de la structure complète permettra de connaître avec précisioii les inter- 

actions de l'hormone stéroïde avec son transparteur spécifique. A cet 

égard, la transcortine est un excellent modèle dorit l'étude devrait faciliter 

une investigation ultcérieure du mode de liaison de l'hormone au récepteur 

cellulaire. Celui-ci ne pourra, en effet, être isolé qu'en qcantité beaucoup 

plus faible. 
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Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau désionisée puis distillée 
avec une résistance de quartz 

ISOLEMENT DE LA TRANSCORTINE 

A - PREPARATION DU H CA C - SEPHAROSE 

1" Oxydation periodique de la corticostérone 

------------------------- 
(d'après MASON, HOEHN, Mc KENZIE et KENDALL) (1) 

a) Matériel et réactifs 
- - - - - - - - - - - -  

- Evaporateur rotatif BÜS CHI 

- Corticostérone Stéraloïds, Merck, ou IKAPHARM 

- Ethanol absolu 

- Ether redistillé s u r  chlorure stanneux ou NORMAPUR (Prolabo) 

- Acide periodique 0,025 M 

Acide periodique p. a. Merck 2,85 g 
Eau distillée . qsp 500 ml 

a préparer extemporanément 

- Acide sulfurique 5 N 

Acide sulfurique R. P. Proiabo 137 ml (d = 1,83) 
Eau distillée qsp 1000 ml 

- Soude 0,01 M 

Soude en pastilles R. P. Prolabo 0,8 g 
Eau distillée qsp 2000 ml 

b) Technique 
- - - - - - -  

1 2  mmoles (4,15 g) de corticost6rone sont dissoutes dans 960 ml 

d'éthanol absolu par agitation magnétique dans un erlen de 2 litres. 



- Ajouter successivement, sous agitation : 

5 70 ml d'acide periodique 0,025 M 
18 ml d'acide sulfurique 5 N 
4160 ml d'eau distillée 

- Laisser 15 heures sous agitation à température ambiante 

- Evaporer par fraction de ,500 ml sous vide, dans un 
ballon à l'évaporateur rotatif, à 40" C. Arrêter l'éva- 
poration quand il ne reste plus que 50 ml environ dans 
le ballon. 

Le précipité formé est recueilli dans un entonnoir à verre fritté 

no 2 et lavé par quelques ml d'eau distillée. Il est ensuite séché 15 heures 

au dessiccateur sous vide en présence de soude. 

La poudre sèche est redissoute dans 1500 ml d'éther en chauffant 

légèrement s u r  un agitateur magnétique chauffant. Puis la solution éthérée 

Les phases sodiques recueillies sont a cidifiées immédiatement par 

addition, sous agitation, de 5 ml d1HC1 1 M pour chaque extrait sodique 

de 500 ml (le stéroïde est instable en solution alcaline). 

Le précipité formé est recueilli sur l'entonnoir à verre fritté no 2, 

lavé par quelques ml d'eau distillée et séché. 

1,;:i 
Pour obtenir le H CA C tritié, l'oxydation periodique a été conduite 

'BF"Te h même manière, mais s u r  2 mmoles e corticostérone froide addi- 
tionnée de 20 )A curies de corticostér.ne P 3 

............................. 
(CUATRECASAS) (2) 

a) Réactifs 
- - - - - -  

' :-.c.+P ; NaOH 10 M : 

NaOH (pastilles) Normapur Prolabo 400 g 
Eau distillée 4SP 1000 ml 

- Glaçons d'eau distillée, et eau distillée refroidie 4" C . 



- Solution de diaminodipropylamine 2 M : 

Dans un becher, mettre : 

- 3,3' ,  diaminodipropylamine (Fluka) 52,5 g 
- Eau distillée # 100 m l  
- HCI 6 N ' ~ S P  pH10  ( #  7 5 m l )  

Refroidir, puis transférer dans une fiole jaugée de 200 ml  

Ajouter ensuite, en rinçant le bécher : 

- eau distillée qSP 200 m l  

Cette solution est  à préparer le jour de l'emploi.. 

- Trinitrobenzène sulfonate de sodium 0 , l  M ......................................... 
- Acide trinitrobenzène sulfonique, 3 H20 (Eastman) O, 35 g 
- Soude O, 1 M qSP 10 m l  

- Solution saturée d'acide borique ............................... 

b) Technique 
- - - - - -  

Activation . . . . . . . . . . 
- Sous une hotte bien ventilée, mettre dans un bécher en pyrex 

de 1000 ml  : 

- 200 ml  de Sepharose 4 B (Pharmacia) bien lavé à l'eau 
distillée et dé canté 

- 200 ml  d'eau distillee. 

- Plonger, dans la suspension, l'électrode d'un pH-mètre et un 
thermomètre, puis mettre sous' agitation magnetique. 

- Ajouter 50 g de bromure de cyanogène (Eastman ou Pierce) 

f inment  pulvérisé, puis. amener immédiatement le pH à 11 
en ajoutant de la soude 10 M. 

- Maintenir : 1 - le pH à cette valeur par addition de soude 10  M 

I - la température à environ 20" C par addition de 
glaçons d'eau distillée. 

La réaction est complète en 8 à 12 minutes (la fin est indiquée par 

l 'arrêt  de la production des protons, donc de llacidification). . 



Couplage de l'amine .................... 
Transférer la suspension dans un entonnoir à verre fritté 

no 2 posé sur  une fiole Zi vide de 5 litres et ajouter immédiatement 

une grande quantité de glaçons d'eau distillée pour amener la 

température à O" C. Laver avec 2 à 3 litres d'eau distillée 

refroidie à 4°C en aspirant avec une trompe à eau. 

Après avoir éliminé l'eau de lavage par succion sous vide, 

le  bas de l'entonnoir est bouché avec un bouchon en caoutchouc 

puis la solution de diaminodipropylamine est ajoutée. La suspen- 

sion est agitée avec une baguette de verre puis transférée dans un 

bécher. Elle est ensuite laissée sous agitation douce à 4" C pendant 

16 heures. Le gel est lavé sur  un entonnoir à verre fritté par 

environ 10 litres d'eau distillée puis est conservé dans lfazide de 

sodium à 0,02 p. 100 à 4OC. 

= Remarques 
- Le lavage du Sepharose activé et l'addition de l'amine 

doivent être réalisés tri% rapidement (moins de 90 secondes) 
car les fonctions activées sont instables. 

- Il est preférable de conserver llamino-Sepharose obtenu 
environ 1 mois à 4" C avant son utilisation pour le couplage 
du ligand car il a été remarqué que certaines liaisons plus 
instables se  coupent spontanément pendant le premier mois. 

Vérification du couplage ........................ 
Environ 0,2 ml de Sepharose témoin et 0,2 ml dlamino- 

Sepharose sont additionnés séparernent de 1 ml de solution saturee 

de borate de sodium et 3 gouttes de solution de trinitrobenzène 

sulfonate de sodium 0 , l  M. La suspension est agitée puis laissée 

à température ambiante pendant 2 heures. 

La solution surnageante est aspirée à la trompe à vide puis 

le  gel est lavé par additions et aspirations successives d'eau dis- 

tillée. Le Sepharose témoin est blanc alors que llamino-Sepharose 

a une coloration orange. 



3" Couplage du H CA C au diaminodipropylaminoSepharose 
................................. 

(LE GAILLARD, RACADOT , RACADOT -LEROY, DAUTREVAUX (3) 

- 200 m l  d1arnino-Sepharose sont lavés dans un entonnoir à verre fritté 

par environ 2 litres de dioxanne (p.a. Merck). 

- 20 m moles de H C A C (6,64 g) sont dissoutes dans 240 ml de dioxanne 

anhydre, puis la solution est ajoutée au gel dans un bécher de 600 ml. 

- 20 m moles de DCCI (4,l  g) Merch sont dissoutes dans 10 ml de 

dioxanne anhydre, puis ajoutees goutte à goutte à la suspension sous 

agitation douce. L'agitation est poursuivie, à température ambiante 

pendant 24 heures. 

Le gel est ensuite lavé dans un entonnoir à verre fritté par succes- 

sivement 1 litre de dioxanne, 2 litres de méthanol, 1 litre de dioxanne. 

Un recyclage est effectué dans les mêmes conditions avec 20 m moles 

de H CA C et 20 m moles de D C C 1,  puis le gel est lavé successivement 

par 2 litres de dioxanne et 2 litres de méthanol dans un entonnoir à verre 

fritté. 

Après équilibration du gel avec du dirnéthylfonnamide à 50 p. 100 

(pur, Prolabo), le lavage est poursuivi en colonne pendant 48 heures avez 

1 0  litres de dirnéthylformarnide à 50 p. 100. Le gel est enfin lavé avec 

10 litres d'eau distillée dans l'entonnoir à verre fritté puis conservé à 

4" C dans l'azide de sodium à 0,02 p. 100. 

B - CHROMATOGRAPKIES 

- - - - - - - - - - - - -  
- m e - - - - - - - - -  

(LE GAILLARD, RACADOT, - RACADOT-LEROY et DAUTREVAUX) (3) 

A - MATERIEL et REACTIFS 
.................... .................... 

- Spectrophotomètre VARIAN-TECHTRON, modèle 635. 

- Centrifugeuse JOUAN K95 à température réglable. 



- Enceinte réfrigérée mini RE (GILSON) garni d'un collecteur mini-es a r g o t  

MTDC et d'un absorptiomètre à 280 nm Zî enregistreur (GIISON). 

- "Beaker dialyzer'' DOW de 100 m l  (BIO-RAD). 

- Colonnes Zî chromatographies : 

. Chromatographie d'affinité : colonne (5 x 30 cm) munie d'une ------------------ ---- --- 
jaquette. 

. Chromatographie sur  hydroxyapatite : colonne 2,5 x 28 cm. .................................. 
- Hydroxyapatite HTP (BI0 -RAD). 

- Bain-marie à circulation d'eau COLORA. 

- L'eau utilisée pour la préparation des réactifs a été désionisée, puis 
distillée. 

- Chlorure de sodium 2 M 

- NaCl (p. a. Prolabo) 585 g 
- Eau distillée 

. . qsP 5000 ml  

- Chlorure de sodium 0.2 M 

- NaCl 2 M 1 litre 
- Eau distillbe WP 1 0  litres 

Dans un bidon jaugé à 10 litres. Préparer 20 litres 
et conserver à 4" C. 

- Tampon phosphate de sodium 0,05 M - NaCl 0,2 M de pH 7,O 

= Tampon de lavage 

. Solution de phosphate monosodique 0,05 M - NaCl 0,2 M ...................................................... 

NaCl (p.a. Prolabo) 11,7 g 

Eau distillée ' - qSP 1000 m l  

. Solution de phosphate disodique 0,05 M - NaCl 0,2 M ................................................... 
Na H PO4 , 12 H O (p.a. Merck) 

& 8 3  

35 , s  g 
Na 1 (p.a. Prola ) 23,4 g 
Eau distillée qSP 2000 m l  

. Tampon -------- 
Solution de phosphate disodique 2000 m l  
Solution de phosphate monosodique 

qep pH 7,O ( # 800 ml) 
Refroidir à 4" C. 



- Tampon phosphate de sodium 0; 005 M de pH 6,8 

. Solution de Na H PO4 , 12  H20 - 0,005 M : 3,58 g p. 2 litres 
2 . Solution de NaH2 PO4 , 1 H20 - 0,005 M : 1.38 g p. 2 litres 

Tampon : 

Solution de Na2H PO4 2000 ml 

Solution de NaH2 PO4 qsp pH 6,8 ( #  1800 ml) 

Refroidir à 4" C. 

- Tampon phosphate de sodium 0,001 M de pH 6,8 = Tampon d'équilibration 
Il-L 

Tampon phosphate de sodium 0,005 M de pH 6,8 1 litre 1 Eau distillée qSP 5 litres 

Dans une fiole jaugée à 5 litres 
Refroidir à 4°C. 

- Solution de cortisol dans le tampon phosphate 0,001 M = 
Tampon d'équilibration (2) 

Solution de cortisol @teraloids) à 10 mg/ml 
dans l'éthanol absolu 20 ml 

Tampon phosphate 0,001 M 4SP 1000 ml  

Refroidir à 4" C . 
- Solution de cortisol dans le tampon Tris-HC1 0,05 M-NaC1 0 , l  M de 

pH 8,5 = tampon d'élution 

Dans un bécher de 600 ml : 

Tris  (p.a. Merck) 6,o g 
NaCl (p.a. Prolabo) 5,85 g 
Solution de cortisol à 10 mg/ml 20 ml 
Eau distillée environ 500 ml  

Dissoudre, puis ajouter : 

Transferer dans une fiole jaugée de 1 litre et compléter 
au trait de jauge avec de l'eau distillée. 

Laisser à température ambiante. 

(Cette solution doit être renouvelée toutes les semaines). 

- Tampon phosphate de potassium 0,65 M de PH 6.8 

Solution de K2H PO4 (p.a. Prolabo) 0,65 M (113 g/l) 
1000 ml 

Solution de KH2 PO4 (p. a. Prolabo) 0,65 M (88 g/l) 
qsp pH 6 ,8  ( r f i t  670 m l )  

Conserver à 4" C. 
- Chlorure de calcium 2 M 

Chlorure de calcium 2 H20 (p.a. Merck) 294 g 
Eau distillée qSP 1003 ml  



B - TECHNIQUES 
------------- ------------- 

1' Chromatographie d'affinité 
---------------- 

= Remarque : Les manipulations sont décrites pour chaque jour 
de la semaine, telles qu'elles sont réalisées en routine. 

a) Adsorption . . . . . . . . . . . . 
Jeudi (étape supprimée si l'on part de sérum) ------ 

- Décongeler environ 4 litres de plasma au bain-marie à 37" C, 
puis mesurer le volume exact. 

- Ajouter 7 ml  de chlorure de calcium 2 M par litre de plasma et 
b i s se r  1 heure à 3TC,  puis une nuit à 4°C. 

Vendredi --------- - Centrifuger le plasma gélifié obtenu dans des pots de 1 litre, à 
3500 tours/minute, avec la centrifugeuse JOUAN K 95 à 4°C (ou 
décongeler 4 litres de sérum). 

- Préparer 6 sacs de dialyse NOJAX 40, d'environ 1 mètre de long 
et le faire tremper dans un peu de NaCl 0,2 M pendant 15 minutes. 

- Le s6rum est réparti dans les sacs de dialyse, puis ceux-ci sont 
plongés dans deux seaux contenant chacun environ 10 litres de NaCl 
0,2 M à 4°C. 

Samedi -------- - Renouveler le NaCl 0,2 M. 

Lundi ------ - La colonne contenant un mélange de 200 ml de HCA C Sepharose et 
200 ml  de Sepharose 4 B (5 x 30 cm) est mise à température ambiante 
et lavée avec environ 1 litre de NaCl 0,2 M. 

- Mesurer exactement le volume de sérum dialysé et le porter au bain- 
marie à 37" C dans un bécher de 5 litres. Une fois la température 
atteinte (après environ 2 heures), ajouter par litre de sérum : 

- 20 g de charbon Norit (Prolabo) 

- 10 ml de solution de dextranT 70 (Pharmacia) à 
0,2 g par ml dans du NaCl 0,2 M. 

- La suspension est incubée au moins 30 minutes à 37" C, en agitant de 
temps en temps. Puis le charbon est éliminé par centrifugation 40 mi- 
nutes à 3500 tours/minute, à 20" C et par filtration du surnageant dans un 
entonnoir à verre fritté garni de deux feuilles de papier filtre Whatman 



- Le gel d'affinité est transféré dans un bécher de 5 litres, la colonne 
est lavée avec un peu de sérum centrifugé et filtré. 2 ml de sérum 
sont mis de côté pour en doser la transcortine, puis la totalité res- 
tante est ajoutée au gel. La suspension est agitée avec une baguette 
de verre, puis laissée 1 heure à température ambiante. La colonne, 
lavée et rincée à l'eau distillée, est remise dans l'enceinte réfrigérée 
à 4" C. 

- Le bécher' est ensuite mis dans un seau de glace, puis la suspension 
agitée doucement pendant 6 heures en chambre froide à 4°C (agitateur 
rotatif branché par l'intermédiaire d'une minuterie COUPATAN). 

b) Lavage et désorption . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Mardi 

---mm- - Après décantation, environ 2 litres de sérum surnageant sont éliminés 
(un aliquot de 2 ml est conservé pour le dosage de la transcortine) 
puis le reste de la suspension est passé s u r  un. entonnoir à verre 
fritté, en chambre froide. Le gel est ensuite lavé dans l'entonnoir 
par environ 200 ml de tampon de lavage, puis transféré dans la co- 
lonne (sortie de colonne ouverte) où i l  est lavé par environ 2 litres 

de tampon au débit maximum de la colonne (la D.O. à 280 nm de 
l'effluent doit être (O, 2 aprbs lavage). 

- Le débit de l'effluent est ensuite réduit à 6 ml par minute à l'aide 
d'une pompe péristaltique et le gel est équilibré en milieu de faible 
force ionique par passage de 350 ml de tampon phosphate 0,001 M. 

La solution de cortisol dans le même tampon est alors introduite et 
passée dans le gel jusqu'à ce que le cortisol soit détecté dans l'effluent 
par son absorbance 250 nm. Le volume passé est noté et correspond 
au  volume mort-cortisol1' de la colonne.' Celui-ci varie peu dans les 
chromatographies ultérieures (environ 250 ml). 

- La sortie de colonne est alors fermée. La colonne est sortie de l'en- 
ceinte réfrigérée et thermostatée à 25" C. Un vvolurne mort-cortisolf1 
de tampon dlélution (solution de cortisol dans le tampon Tris) est 

passé à travers le gel, puis la sortie de colonne est à nouveau fermée 
et le gel est incubé à 25"C, 1 heure, puis la colonne est remise dans 
l'enceinte réfrigérée pour la nuit. 

c) Elution . . . . . . . . 
Mercredi ------- -- - La sortie de colonne est branchée s u r  une pompe péristaltique réglée 

à 4 ml par minute et à un collecteur de fradions (fractions de 3 mi- 
- nutes). Dès- que le tampon surnageant le gel dans la colonne a pénétré 

à l'intérieur du gel, du tampon frais est ajouté, puis le réservoir de 



tampon est connecté (cette opération a pour but dlBviter la dilution 
de transcortine ayant éventuellement diffusé dans le tampon surna- 
geant pendant la nuit). 

- 30 fractions sont recueillies et lues à 280 nrn, puis la colonne est 

sortie de l'enceinte réfrigérée pour être équilibrée pendant 2 heures 
à 37°C (bas de la colonne fermé). Elle est ensuite lavée par pas- 

sage de 1 litre de NaCl 0,2 M puis 400 ml d'azide de sodium à 0,02 
p. 100, en écoulement libre. La colonne est ensuite entreposée 
dans l'armoire réfrigérée à 4" C. 

- Les 30 fractions de 12 ml recueillies sont réunies puis dialysées 
48 heures sous agitation à 4" C contre 10 volumes de tampon phosphate 
0,001 M changés une fois après 24 heures. La solution dialysée est 
ensuite congelée immédiatement pour être lyophilisée (l'apparition d'un 
précipité dans le sac de dialyse est due à 'l'abaissement de la force 
ionique qui entraîne la précipitation d'immunoglobulines ; ne pas s'en 
préoccuper). 

2' Chromatographie s u r  hydroxyapatite 

a) Préparation de la colonne (25 mm x 280 mm) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

- Par expérience, nous avons déterminé qu'il faut 0,45 g de poudre 

d'hydroxyapatite par ml de gel, soit 62 g pour la colonne utilisée 037 ml). 

- Mettre 62 g d'hydroxyapatite dans un bécher de 500 ml et ajouter 

du tampon phosphate 0,001 M de manière à obtenir une suspension homogène 

et épaisse (aspect de sirop laiteux). 

- Ajouter quelques ml de tampon dans la colonne de manière à chasser 

les bulles d'air du verre fritté puis verser la suspension d'hydroxyapatite. 

Laisser sédirnenter une nuit puis ouvrir la sortie de colonne et laisser couler 

le tampon jusqulà ce que le niveau du gel soit constant (15 à 30 minutes). Le 

débit est alors réglé à 0,4 ml par minute, à l'aide d'une pompe péristaltique 

et le dépôt peut être fait. 

Le gel peut être réutilisé plusieurs fois, mais la colonne doit être 

refaite avant chaque chromatographie car le gel a tendance à s e  tasser' conti- 

nuellement, ce qui diminue le débit. L'hydroxyapatite est renouvelée quand 

elle n'adsorbe plus h transcortine en tampon phosphate 0,001 M. 



b) Chromatographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Les. éluats lyophilisés de 2 chromatographies d'affinité sont réunis 

et repris dans le  minimum de tampon phosphate 0,001 M (# 2 ml). La. 

solution est transférée, .à l'aide d'une pipette Pasteur dans un sac  de dialyse 

(l0 mm x 400 mm). Le flacon est rincé par plusieurs fois 2 m l  de tampon 

pour recueillir au. maximum 10 ml de solution dans le sac (les protéines non 

dissoutes ne sont constituées que d'immunoglobulines). Le contenu du sac 

est dialysé, sous agitation à 4" C, pendant 15 heures, contre 2 litres de tarn- 

pon phosphate 0,001 M. Il est ensuite centrifugé à 4"C, à 3.000 tours par 

minute, pendant 10 minutes et depose sur  la colonne d'hydroxyapatite. 

Des fractions de 8 ml en 20 minutes sont recueillies. Après 

3 heures, le tampon phosphate 0,001 M est remplacé par du tampon 0,005 M. 

Après passage du pic de transcortine, les protéines adsorbées sont éluées 

avec le tampon phosphate de potassium 0,65 M puis l'hydroxyapatite est rééqui- 

librée par passage de tampon phosphate de sodium 0,001 M, 15 heures. 

Le pic de transcortine (fractions éluées avec le tampon phosphate 

0,005 M) est dialysé dans un "beaker dialyzert' (DOW) pendant 2 heures contre 

un courant d'eau distillée de 40 ml par minute à 4" C. 

La solution dialysée est congelée immédiatement et lyophilisée. 

= Remarque : 

A ce stade, la transcortine lyophilisée contiendra 10 à 30 p.100 
de sels minéraux. Il n'est cependant pas souhaitable de prolonger la dia- 
lyse car la transcortine s e  dénature imp~versiblement en milieu non tam- 
ponné, donc en l'absence de sels minéraux. 

La quantité de transcortine dans lléluat de la chromatographie 
est mesurée d9apr&s son coefficient d'extinction : 

1 mg/ml 
E l C P  - O, 70. - 

280 nm 

La différence entre la quantité ainsi mesurée et le poids de 
poudre lyophilisée permet de connaître le pourcentage d'eau + sels minéraux 
dans le produit lyophilisé. 

Nous avons observé des différences de qualité selon les ,lots 
d'hydroxyapatite, certains lots n'adsorbant que partiellement ou pas du tout 
la transcortine en tampon phosphate 0,001 M. Ceci confirme les remarques 
faites dans le chapitre des résultats mais n'entraîne aucune conséquence sur 
Ia pureté de la transcortine obtenue. 



A - ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 

a) Principe 
------ 

Par  polymérisation dlacrylamide, on obtient un gel transparent 

permettant d'associer à une migration électrophorétique normale un tamisage 

moléculaire, fonction de la taille des pores du gel et donc du pourcentage 

dlacrylamide employé. 

L'électrophorèse est réalisée selon la méthode de DAVIS (4) et 

la coloration des gels selon VESTERBERG (5). 

b) Matériel et réactifs 
------------- 

- Appareil Dix Electrophoresis CANALCO modèle 12, JARRE et JACQUIN. 

- Gel à 7,5 % dlacrylamide séparant les ,protéines ayant un poids molécu- 

laire de 10.000 2~ 1.000.000. 

Il  slobtient par mélange de 2 solutions (A) et (B) 

Solution (A) 

Solution (B) 

Solution (A) (à préparer extemporanément) : 

Solution (a) 2 ml 
Solution @) 4 ml 
Eau distillée 2 ml 



Solution (a) 

- HCl 12 m l  
- Tris  (trishydroxyrnéthylaminométhane) 9,725 g 
- TEMED (N, N, Nt, N1 tétraméthylènediamine) 0,115 ml 
- Eau distillée qSP 25 ml  

Mélanger - dissoudre et filtrer. Conserver au réfrigérateur, a 
l'obs curité. 

Solution (b) 

- Acrylamide 15 g 
- Bis (N, N méthylène bis acrylarnide) 0,4 g 
- Eau distillée qSP 50 m l  

Mélanger - Dissoudre et filtrer. Conserver au réfrigérateur, à 
ltobs curité. 

Solution (B) (à préparer extemporanément) : 

P ersulfate d'ammonium O, 014 g 
Eau distillée 10 m l  

- Tampon d'électrode pH 8,3 

- Tris  1290 g 
- Glycine 57,6 g 
- Eau distillée qsp 2000 m l  

- Colorant : bleu de Coomassie (GURR) 0 , l  p. 100 

- Bleu de Coomassie (GURR) Brillant R 0 , l  g 
- Acide trichloracétique à 50 p. 100 25 ml  
- Méthanol 25 ml 
- Eau distillee 50 ml 

- Décolorant 
- Acide acétique pur 80 m l  
- Méthanol 250 m l  
- Eau distillée 650 m l  

c) Technique 

a )  Préparation des tubes de gel et dépôt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
A 8 m l  de solution (A), ajouter 8 ml de solution (B). 

- Aspirer le mélange avec une seringue. 

- Laisser couler doucement dans le fond du tube en agitant légèrement 
de manière à éviter la formation de bulles d'air. 

- Ajouter une goutte d'eau à la surface (en évitant les remous) pour 

empêcher le contact avec l'air. 



- Laisser s e  .polymériser (30 minutes) : la ligne de réfraction entre 
l'eau et le gel va disparaître, une seconde ligne apparaît environ 3 mm 
en dessous lorsque le gel se  prend en masse. 

- Aspirer l'eau de la surface des tubes avec un tortillon de papier filtre. 

- Déposer 10  à 40 p 1 (ou 1 goutte a. la pipette Pasteur) dfune solution 
protéique â 10 mg/ml. 

- Fixer cette solution par environ 5 mg de Sephadex G200 et recouvrir 
doucement de tampon. 

) Migration électrophorétique ............................ 
- Verser environ 500 ml de tampon dans la cuve inférieure. 

- Fixer les tubes dans la cuve supérieure de manière à ce qu'ils 
soient tous au même niveau, 

- Mettre une goutte de tampon à la partie inférieure de chaque tube 
(pour éviter l'emprisonnement de bulles d'air à cet endroit) et placer 
la cuve supérieure. Le bas de chaque tube doit plonger dans le tampon. 

- Ajouter doucement le tampon dans la cuve supérieure (à l'aide d'une 
pipette). 

- Etablir un courant de 5 mA par tube pendant 75 minutes (dépôt du 
&té anodique). 

b/) Révélation des gels .................... 
- Injecter de l'eau entre le gel et les parois du tube à l'aide d'une 

seringue : le gel se  décolle des parois. 

- Le plonger dans le colorant 30 minutes 60" C. 

- Décolorer dans des tubes à essais contenant environ 20 ml de décolo- 
rant par gel. 

6) Electrophorèse en milieu dodécylsulfate de sodium (S D S ) .................................................. 
- Le tampon dfélectrophorèse Tris-Gly est additionné de SDS (SERVA) 

et de DT T pour avoir des concentrations finales respectives de 

0 , l  p. 100 et 1 mM. Le gel dlacrylamide comporte des concentra- 
tions identiques en ajoutant le S DS et le DT T dans la solution B : 
0,2 p. 100 et 2 mM respectivement. Après addition â la solution A, 
ces concentrations seront divisées par deux. 

- Avant la coloration, chaque gel est lavé dans 15 ml de mélange 
fixateur : acide trichloracétique - méthanol - eau ( 1 : 2 : 6, P/V/V) 
pendant 24 h en changeant le fixateur après 8 h, 

- Après coloration, les pourcentages relatifs des zones colorées sont 
appréciées par lecture densitométrique sur  un intégrateur Cellomatic 
@EBLA). 



B - IMMUNOELECTROPHORESE SUR SYSTEME HYLAND 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
- - - - - - - - - - - - - m e - - - - -  

Ce syst&me s'est révélé, & l'usage, plus résolutif que la 

technique classique s u r  lames de microscope. Il se compose principale- 

ment des éléments suivants : 

- une cuve B électrophorèse, 

- mèches éponge, 

- écrans protecteurs de plastique pour les électrodes, 

- électrodes à feuille de métal (a jeter après chaque électrophorèse), 

- plaques de gélose pré-découpées (emboîtées) (à conserver entre 2°C 
et 8" C, 

- antisérum de cheval lyophilisé, 

- grands tubes capillaires pour l'application des antisérums, 

- capillaires de précision pour l'application des échantillons, 

- tampon véronal concentré, force ionique 0,07 5, pH 8,6 : 

. contient de l'azide de sodium comme agent de conservation, 

. doit être dilué à une force ionique de 0,020 avant d'être 
utilisé. 

- colorant traceur au bleu de bromophénol (solution aqueuse saturée). 

Technique ------- 
) Migration électrophorétique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Placer les deux électrodes & feuille de métal dans les comparti- 

ments extérieurs de la cuve. 

Rincer les mèches éponge dans l'eau et exprimer a fond l'excès 

d'humidité pour éviter toute dilution de tampon. Puis placer une mèche 

éponge dans chacun des compartiments latéraux, l'axe le plus compressible 

(non poreux) vertical. 



Mettre en place un écran protecteur de plastique entre chaque 

éponge et l'électrode correspondante. 

Diluer le tampon : 

- Tampon concentré 1 9  ml 

- Eau distillée 52 ml 

( On obtient ainsi un tampon de pH 8,6 et de for ce ionique 0,02 0 ). 

Répartir le tampon dilué,dans les deux éponges. 

Déposer les solutions de protéine et ajouter dans l'un des dépôts 

du bleu de bromophénol dans la proportion de 1 partie pour 20 parties de 

solution de protéine. Le bleu de bromophénol indiquera la progression de 

l'électrophorèse. 

Après dépôt, retourner la plaque et la poser sur  les éponges. 

Mettre un courant de 80 volts pendant environ 70 minutes. 

) lmmunodiffusion B . . . . . . . . . . . . . . . . 

La gélose, dans les fentes longitudinales prédécoupées, est enlevée 

à l'aide d'une trompe à vide, puis les fentes sont emplies avec 0 , l  ml 

dlirnmunsérum. La plaque est mise dans une enceinte close et on laisse 

la diffusion s'effectuer pendant 24 heures à température ambiante. 

Les protéines solubles sont ensuite éliminées par trempage de la 

plaque de gélose. dans une solution de NaCl à 8,5 p. 1000 pendant au moins 

10 heures. La. solution de NaCl est renouvelée plusieurs fois. 

La &@se est décollée de son support de plastique puis déposée 

sur une plaque de verre pour être séchée à l'air libre sous une feuille de 

papier filtre. 

La coloration est effectuée par trempage 10 minutes dans une 

solution de Vert de Lissarnine à 1 p. 100 dans l'acide adt ique  à 10 p. 100. 

On décolore ensuite dans l'acide acétique à 10 p. 100. 



III/ METHODES DE DOSAGE 

A - CORTISOL (Méthode de DE MOOR, RASKIN et STEENO) (6) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
modifiée par RACADOT, COMBES et LINQUETTE (7) 

a )  Matériel et réactifs 
------------- 

- Spectrofluorimètre à prisme JOBIN et YVON (type Béarn). 

- Dichlorométhane, pour analyses (Merck). 

- Soude, approximativement 0 , l  M (4 g/l) pour analyses (Prolabo). 

- Sulfate de sodium anhydre, pour analyses (Prolabo). 

- Réactif de fluorescence (réactif de PETERSON) 
Acide sulfurique, pour analyses (Merck)/~thanol absolu (Merck) (7/3, V f l )  

- Cortisol (Steraloids). 

b) Technique 
------- 

2 ml de sérum ou de solution protéique sont extraits par 25 m l  de 

dichlorométhane dans un tube à centrifuger conique à bouchon rodé. 

L'extrait est lavé par 1 m l  de NaOH 0 , l  M puis, aprèg élimination 

ae  la phase aqueuse, l'extrait est déshydraté par addition de sulfate de sodium 

anhydre. 

La. réaction de fluorescence est provoquée par addition de 3 ml  de 

réactif de PETERSON et est appréciée à 525 nrn sous une excitation de 475 nm. 

Le traitement parallèle d'un témoin à 20 p g de cortisol pour 

100 ml  permet de calculer les concentrations des é chantillons dosés. 



B - TRANSCORTINE 

- - - - - - - - -  - - - - - - - - -  

1"- Pa r  gel-filtration (méthode de DE MOOR et al.) (8) 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
modifiée par RACADOT, TROUVE, BBERTE et LINQUETTE (9) 

- - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a)  Matériel et réactifs 

- Colonne à chromatographie de 1 , 5  cm x 3 5 cm 

- Sephadex G50 coarse (Pharmacia) 

- NaCl 0,15 M 

- Cortisol @teraloids) 

b) Technique 

Colonne de Sephadex G50 .......................... 

10 g de Sephadex G50 sont mis à gonfler dans environ 250 ml 

de NaCl 0,15 M. Après élimination des fines particules par aspiration 

& la trompe à vide du NaCl 0,15 M surnageant (opération recommencée 

deux fois après remise en suspension du gel dans un nouveau volume de 

NaCl 0,15 M), la suspension est vers6e dans la colonne à l'aide d'un 

entonnoir. 

Le gel est tassé en laissant slécouler la solution de NaCl. ïa 

hauteur de gel, après tassement, est amenée à 24 cm. 

Saturation de la transcortine par du cortisol ............................................. 

Une quantité de cortisol est ajoutée au sérum de façon à obtenir 

environ 5 0 y  g de cortisol pour 100 ml de sérum. 

En pratique 0,15 ml de solution éthanolique de cortisol à 1OP g 

par ml est évaporé à sec  dans un tube puis 3 ml de sérum sont ajoutés au 

r6sidu. On laisse le mélange en contact pendant 15 minutes avant de pratiquer 

la séparation chromatographique. 



Chromatographie .................. 

2 ml du mélange sérum-cortisol sont déposés en haut de la 

colonne de Sephadex. L1élution est réalisée à l'aide de NaCl 0,15 M. Les 

fractions recueillies ont un volume qui représente le t iers du volume mort 

de la colonne, soit 4,5 ml dans les conditions utilisées. 

Les fractions F 1, F 2, F 3 représentent le volume mort de la 

colonne. Les fractions F 4  et F 5 qui .contiennent les protéines plasmatiques 

sont mélangées et conservées en vue du do'sage de la transcortine. La frac- 

tion F 6 est également conservée. 

La colonne est ensuite lavée par 250 à 300 ml de NaCl 0715 M 

afin d'éluer tout le cortisol résiduel (cortisol libre qui passe dans les frac- 

tions F 8 à F 16). 

Dosage du cortisol lié % la transcortine ........................................ 

Le dosage du cortisol est conduit comme précédemment mais sur  

un volume plus important (3'4 + F 5 = 9 ml). L'étalon de cortisol doit ê tre  

extrait dans un même volume de solution. 

2"- Pa r  électro-immunodiff usion 
- - - - - - - - - -  - - - - - - - - - -  

(Méthode de RACADOT, RACADOT-LEROY, LE GAILLARD et 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
DAUTREVAUX (1 O) 

Tampon véronal de pH 8,6 et de force ionique O, 025 .................................................... 
VBronal sodé p.a. Prolabo 20,6 g 
Véronal acide p.a. Prolabo 4,o g 
Eau distillée q s p  5000 ml. 



Agarose à 2 p. ZOO dans le tampon véronal .......................................... 

Colorant .......... 
Bleu de Coomassie brillant R (GURR) 5 g 
Ethaml à 96 p. 100 450 ml 
Acide acétique pur (Prolabo) 100 ml 
Eau distillée 450 ml 

Décolorant ............ 
Ethanol à 96 p. 100 

. Acide acétique 
Eau distillée 

lmmunsérum spécifique antitrans cortine humaine ................................................ 
préparé chez le lapin selon la méthode de VAITUKAITIS, ROBBINS et 

NIESCHLAG (11). 

b) Technique 
------- 

10 ml dlagarose à 2 p. 100 sont liquéfiés dans un bain-marie 

bouillant, puis, après avoir été amenés à 50" C, ils sont mélangés à 15 ml 

de tampon véronal chauffé à 50" C et contenant 150 (dilution à 0,6 p. 100) 

ou 450 p l  (dilution à 1,8 p. 100) dlirnmunsérum selon le lot. Le mdlange 

est coulé s u r  une plaque de verre (200 x 96 mm), rigoureusement horizontale, 

elle-même chauffée pour éviter une solidification trop rapide de llagarose. 

Après refroidissement, des trous sont creusés dans llagarose par 

aspiration (diamétre des trous : 2 mm, distance minimale entre chaque trou : 

7 mm, distance entre les trous et le bord anodique de la plaque : 15 mm). 

A l'aide d'une microseringue, 5 p l  des échantillons à doser et de 

solution de transcortine à concentration connue (10 à 100 mg/l) sont déposés 

sur la plaque. 

La migration est effectuée pendant 3 heures, à 4" C, sous une tension 

de 100 volts (environ 10 volts par cm), l'ampérage s e  situant entre 40 et 50 mA. 

L'excès d'anticorps de llagarose est éliminé en plongeant la plaque 



pendant une nuit .dans une solution de NaCl à 8,5 p. 1000. Après séchage, 

la plaque est colorée (10 à 15 minutes) avec la solution de bleu de Coomassie, 

puis le fond de la plaque est décolor6. 

Chaque hauteur des arcs de précipitation est mesurée à 0,5 mm pres 

entre leur sommet et le bord supérieur du dépôt. Les hauteurs des arcs  

correspondant aux solutions étalons servent à l'établissement d'une courbe. 

A - DIALYSE A L'EQUILIBRE 

- - -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -_ 

1" Principe 
--------- 

La dialyse à l'équilibre est une technique introduite en 1957 par 

DAUGHADAY (l2). Bien que longue, elle est encore actuellement la méthode 

la plus précise pour mesurer à la fois les quantités de stéroïde libre et 

de stéroïde lié dans une solution. 

En plaçant dans un sac de cellophane, une solution de transcortine 

ou du sérum contenant un stéroïde en équilibre entre sa forme libre et ses 

formes liées, la fraction non liée peut diffuser librement dans le liquide 

placé à l'extérieur du sac, alors que la fraction liée sera retenue à l'intérieur. 

Après le  délai requis pour l'établissement d'un nouvel équilibre, la concentra- 

tion du stéroïde libre, dans le liquide à l'extérieur du sac, sera égale à 

la concentration du stéroïde libre, en équilibre avec les fractions liées, 

à l'intérieur du sac. 



2" Matériel et  réactifs 
--------------- 

- Spectrophotomètre à scintillation liquide à 3 canaux INTER-TECHNIQUE C> 

- Fioles Packard de 20 ml  en verre  ou en matière plastique 

- Disques aimantés (diamètre 10 mm) JARRE JACQUIN 

- Tube de dialyse en cellulose (8/100 feet $! 10  mm de diamètre) 
UNION-CARBIDE 

- Tampon phosphate de sodium 0,05 M à pH 7,4 : 

. Phosphate disodique 0,05 M : 

Na2 HP04, 12 H20 , p.a. (Merck) 17 ,9  g 
Azide de sodium (Merck) 0,2 g 
Eau distillée qsp 1000 m l  

. Phosphate monosodique 0,05 M : 

NaH2 PO4, H20, p.a. (Merck) 6 ,9  g 
Azide de sodium (Merck) 032 g 
Eau distillée qsp 1000 m l  

- Solution de  phosphate disodique 

- Solution de phosphate monosodique qsp pH 7,4 (# 200 ml)  

- Cortisol Cl, 2 4 30 Ci/mM 

New England Nuclear, Amersham 

- Cortisol Pteraloids) 

PPO : 2,5 diphényloxazole 10 g 

POPOP : 1,4 - bis / 2  - (5 phenyloxazolyl) benzene 0,5  g 

Naphtalène 50 g 

Diownne / 2 - éthoxyéthanol (5 : 1 , V/V) qsp 1000 ml 

3" Technique 

a) Lavage des sacs de dialyse - - - - - - - - - -  
Les sacs  de dialyse (environ 20 un de long) sont mis  à tremper 

dans le tampon pendant 24 h. 

(O) Laboratoire de .Biophysique du C.H.U. de  Lille (Prof. A. VERGNES) 



b) Dialyse - - - - -  
Nous avons utilisé le matériel préconisé par LEBEAU et BAULIEU 

(communi cation personnelle). 

Dans une fiole Packard en verre, mettre 15 ml de tampon conte- 
nant 2 , 5 nCi de cortisol [ H] par ml. 

Mettre,. dans le sac  de dialyse, 1 ml de solution de transcortine 
ou de sérum dilué au cinquième avec le tampon phosphate. 

Laisser dialyser pendant 48 h ou 72 h (sous agitation avec les 

disques aimantés) à 4" C. Chaque échantillon est dialysé en double exemplaire. 

La ' radioactivité est ensuite mesurée sur  0,5 ml de la solution intérieure et 
0,5 ml de la solution extérieure. 

B - METHODE AU CHARBON-DEXTRAN 

- - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - -  

1" Principe 

Le charbon est largement utilisé comme adsorbant des petites 

molécules organiques. Pour adsorber les stéroïdes d'une solution protéique, 

i l  est souvent associé au dextran qui entre en compétition avec les protéines 

au niveau des sites d'adsorption du charbon : le dextran évite donc l'adsorp- 

tion des protéines. 

L'association charbon-dextran a ainsi été utilisée pour adsorber 

les stéroïdes du sérum (?MURPI.FY) (l3). Nous avons utilisé cette propriété 

du charbon pour mesurer l'activité liante de la transcortine (LE GAILLARD 

et DAUTREVAUX) (l4). Le principe de la méthodologie est le  suivant : 

a O0 C, l'affinité de la transcortine pour le cortisol est maximum et la vitesse 

de dissociation est minimum (voir la revue générale), la fraction libre du 

cortisol sera donc adsorbée par le charbon alors que la fraction liée à la 

trans cortine restera en solution. 

Cependant, comme le complexe transcortine-cortisol est toujours 

en équilibre avec une fraction libre, le  charbon, en adsorbant le cortisol 



libre, déplacera .l'équilibre : 

- 
Transcortine - cortisol - transcortine + cortisol 

--------., i 
charbon I I 

I charbon 

i 
adsorption 

La quantité de cortisol ainsi déplacée sera dlautant plus importante 

que le temps de contact avec le charbon sera long. Une extrapolation au 

temps d'incubation O est donc nécessaire pour connaître la quantité de 

stéroïde lié vraie (voir technique, paragraphe c). 

2" Matériel et réactifs 
-------------- 

- Spectromètre a scintillation liquide à 3 canaux INTER-TECHNIQUE, 

- Fioles des comptages de 20 ml en plastique (jetées après usage), 

- Tubes à hémolyse en plastique transparent (jetés après usage), 

- Suspension de charbon-dextran : 

Charbon végétal Norit (Prolabo) 0,50 g 
Dextran T 70 (Pharmacia) O, 05 g 
Tampon utilisé pour la solution de .qsp 50 ml 

transcortine (voir les chapitres Résultats) 

Conserver au réfrigérateur et renouveler toutes les semaines. 

- Cortisol (Steraloids) , 

- Solution de cortisol [l, 2 0,s mM (40 Ci /mole) : 

. A préparer extemporanément 

Solution de cortisol 0,5 mM : ............................ 
solution de cortisol & 10 mg/ml 

dans l'éthanol absolu 1,8 ml 

1 eau distillée qSP 100 ml 

Conserver au réfrigérateur et renouveler tous les 15 jours. 

. Dans un tube a hémolyse en pyrex, introduire 400 1 de solution /.' 



de cortisol (30 Ci/m mole) (New England Nuclear) 
ii 5 )ACi/ml dans le mélange benzéne/éthanol (9 : 1 , VA). 
. Evaporer sous azote puis ajouter au résidu sec, lOOy 1 de 
la solution de cortisol 0,5 mM. Agiter. 

- Scintillateur au dioxanne (voir la technique précédente). 

3" Technique 

a) A partir du complexe transcortine -stéroïdes radio-actifs (cas du marquage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  d'aff inité) 

1 ml  de solution de transcortine dans un tube à hémolyse est 

refroidi à O°C, dans la glace fondante, pendant 5 minutes. 1 ml  de 

suspension de charbon-dextran à O" C est ensuite ajouté en agitant. Après 

30 min. d'incubation à O" C, le mélange est centrifugé à 2.000 x g, 10 min. & 

2"C, puis 0,5 ml  du surnageant est compté avec 10 ml de scintillateur au 

dioxanne. 

Lors des marquages d'affinité, 1 ml de ce surnag-nt est incubé 

A 60°C pendant 30 min. pour inactiver la transcortine. 1 ml de suspension 

de charbon-dextran est ensuite ajouté puis le  mélange est laissé 30 min. à 

température ambiante et centrifugé. 0 , s  ml du surnageant est compté : la 

radioactivité résiduelle est due uniquement au stéroïde lié de façon covalente. 

Sachant les quantités de stéroïdes P 4 et p4 d , et la radio- 

activité en CPM de la solution de transcortine + stéroïdes, avant l'addition 

de charbon-dextran, les activités sgcifiques du stéroïde [3d et du sté- 

roïde a sont calculées en CPM / n mole. Elles permettent donc de 

connaître la quantité de stéroïde lié après adsorption au charbon-dextran. 

b) A partir de la transcortine libre - - - - - - - - - - - - - -  

La transcortine est obtenue libre A 95 p. 100 environ lorsque la 

tedinique au charbon-dextran ci-dessus est réalisée à 37°C au lieu de O" C. 

Cette libération du site ne s'accompagne d'aucune dénaturation si la solution 

de transcortine obtenue est utilisée dans les 24 heures et si elle n'est pas 

lyophilisée. 



Les mesures sont réalisées sur  des aliquots de 0 , l  ml en 

double exemplaire. 

0 , l  ml  de solution de transcortine (0,02 mM - 0,04 mM) dans 

le  tampon correspondant ii la modification chimique choisie, est additionné 

de 5 - 10 y 1 de solution de cortisol r3 4 0,. 5 mM (40 Ci/mole) de 

manière à obtenir une concentration molaire finale légèrement supérieure 

à celle de la transcortine (0,025 mM - 0,050 mM) ; la solution est 

refroidie ii O" C dans la glace fondante pendant 3 min. puis additionnée, 

en agitant, de 0 , l  ml de suspension de charbon-dextran à O" C. Après 

une incubation de 30 min. à O" C, le  mélange est centrifugé à 2.000 x g , 

10 min. B 2°C . 0,l  ml du surnageant est compté avec 10  ml de 

s cintillateur au dioxanne . 

c) Correction de la mesure du cortisol lié 
- - - - - - - - - - - - - -  , 

Une cinétique d'adsorption au charbon-dextran B O" C réalisée sur 

un temps total de 60 min. a permis, par extrapolation au temps O, de déter- 

miner le pourcentage de cortisol lié perdu après 30 min. : celui-ci est 

de 17 p. 100. Toutes les déterminations du cortisol lié par la technique 

au charbon-dextran ci-dessus sont donc majorées de 

pour tenir compte de la perte en cortisol lié pendant l'incubation avec le 

charbon-dextran. 



V/ C O M P O S I T I O N  

A - COMPOSITION EN ACIDES AMINES 

1" Hydrolyse acide totale 
---------------- 

Après avoir complètement dessalé la transcortine par dialyse, 

la solution est lyophilisée. Le pourcentage d'humidité est déterminé par  

pesée de la poudre avant et  après chauffage $ 60°C dans un dessiccateur 

sous vide pendant 24 h. 

2 mg environ de transcortine, pesés avec une précision de 2 1 )t g , 
sont hydrolysés il 110°C dans un tube scellé sous vide contenant 2 m l  de 

HC1 5,6 N Merck (p.a.) et 3 gouttes de solution de phenol il 5 p. 100 

dans l'eau. Dew hydrolyses sont réalisées, l'une de 24 h , l'autre de 

72 h . Trois analyses pour chaque temps sont conduites au moyen d'un 

analyseur d'acides amines JEDL type 5 AH. Chaque composition est 

exprimée en mMoles d'acide aminé par mg de protéine. 

Les valeurs retenues sont celles de l'hydrolyse de 72 h pour la 

valine et l'isoleucine, celles extrapolées au temps d'hydrolyse O pour la 

thréonine, la serine et la tyrosine, la moyenne des valeurs obtenues aux 

deux temps d'hydrolyse pour tous les autres acides aminés. 

2" Dosage du tryptophanne par  la méthode de SPIES et 
................................. 

CHAMBERS (15) 
-------- 

Cette technique est bas6e su r  la réaction du tryptophanne avec le 



P diméthylaminobenzaldéhyde ( P. DMAB) en solution acide pour former 

une coloration bleue-violette après oxydation par le  nitrite de sodium. 

On mélange dans un tube conique branché : 30 mg de P. DMAB, 

9 ml de H2S04 concentré et la solution à doser dans 1 ml de soude 1 N. 

Le dosage est réalisé en double exemplaire avec deux quantités différentes 

de transcortine : 4 mg dans l'un et 5 mg dans l'autre, pesés avec pré- 

cision. Le mélange est gardé à 25°C pendant 1 h à l'obscurité. 0 , l  m l  

d'une solution de nitrite de sodium à 0 ;  04 p. 100 (p/V) préparée extempora- 

nément, est ajouté pour développer la coloration. Après une incubation de 

30 min., la densité optique est lue à 595 nrn par rapport ii un blanc sans 

proteine. 

Une courbe étalon est tracée en utilisant une gamme de concentra- 

tions connues en tryptophanne (de 0 , l  à 1 mM). 

3" Dosage de groupements thiol 
.................... 

a)  Par  l'acide dithio-bis -2 -nitrobenzoïque (DTNB) 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

(méthode de ELLMAN) 06)  (adaptée par LE GAILLARD et DAUTREVAUX) (17) 

La. titration de la transcortine libre ou liée au cortisol avec le 

DTNB est réalisée dans un tampon Tris-HC1 0 , l  M à pH 8,O , contenant 

de 1' EDTA disodique 0,001 M. La solution de transcortine 0,02 mM (l mg/ml) 

avec ou sans dénaturant, est incubée'avec '35 1 de DTNB (4 mg/ml dans 

le même tampon) dans un volume de 1 ml pendant 15 min.' La densité optique 

à 412 nm est lue contre un blanc transcortine seule et un blanc réactif. 

Quand du chlorhydrate de guanidine 6 M est inclus dans le mélange 

d'incubation, une préincubation de 60 min. à 50" C est réalistse avant l'addition 

de DTNB. Quand du dodécylsulfate de sodium (S DS ) ii 2 % est utilisé 

comme dénaturant, la solution de transcortine est portée au bain-marie à 

ébullition pendant 3 min. avant l'addition de DTNB. 

-1 -1 Un coefficient d'extinction molaire de 13.600 M cm est utilis6 



pour calculer le nombre de groupements sulfhydryl en absence de SDS 

(ELIMAN) (16). Ce coefficient est corrigé quand la fiaction est conduite 

en présence de S DS à 2 % : nous avons en effet observé que la titration 

est linéaire avec le chlorhydrate de cystéine dans les concentrations 

usuelles (O - 10 -4 M) mais l'absorption molaire est plus faible ; nous 
-1 -1 

avons déterminé un coefficient égal à 12.100 M cm qui est en bon 

accord avec la valeur calculée par WANG et VOLINI (18) en présence de 
-1 

détergents : 12.500 M-1 cm . 

b) Pa r  le p. chloromercuribenzoate de sodium (PCMB) 

( RIORDAN et VALLEE) (l9) 

Solution de PCMB 1 mM : 

PCMB (SCHUCHARDT) 20 mg 

NaOH 0 , l  M 2 ml  

Dissoudre en chauffant légèrement (37" C) 

I Tampon phosphate de sodium 0,05 M 
PH 7,o qSP 50 ml  

La titration de la transcortine libre avec le PCMB est réalisée 

dans un tampon phosphate de sodium 0,05 M à pH 7,0, avec ou sans S DS 

a 2 %. 1 ml de solution de transcortine 0,04 mM (2 mg/ml) est additionné 

de 10 pl de solution de PCMB puis la densité optique à 250 nm est  lue 

contre un blanc protéine seule. Des portions de 10 1 de solution de PCMB Y 
sont ajoutées jusqulau moment oil la densité optique à 250 nm n'augmente plus. 

-1 
Un coefficient d'extinction molaire de 7600 M 'l cm (RIORDAN et 

VALLEE) (19) est utilisé pour calculer le nombre de groupements sulfhydryl. 

La titration du complexe transcortine-cortisol n'a pas été réalisée 

car le cortisol a une absorbance molaire élevée qui interfère avec le dosage 
-1 

à 250 nm ( & à 258 nm = 15.900 M-l cm ) (WESTPHAL) (20). 



B - COMPOSITION EN OSES 

1" Oses neutres et osamines 

Les oses neutres et les osamines sont dosés par chromatographie 

en phase gazeuse des dérivés triméthylsilylés selon la méthode de REINHOLD 

(21) dans un appareil PERKIN-ELMER. Les oses sont libérés de la trans- 

cortine par métham.lyse ; celle-ci est précédée d'une hydrolyse par  l'acide 

trifluoroacétique pour le dosage des osamines. 

. . "  

Hydrolyse par l'acide trifluoroacétique 
- - - - - - - - - - - - -  

t .  

Dans un tube bouché enpyrex  : 1 , 2  mg de transcortine est  

dissous dans 500 1 d'acide trifluoroacétique 2 N, portés 2 h à 100°C, Y 
puis llhydrolysat est  séché à 40°C sous azote. 

Comme l'hydrolyse entraîne une désacétylation partielle des N-acétyl- 

osamines, le résidu sec  est réacétylé par addition de 100 )A 1 de pyridine 

+ 100 )Al d'anhydride acétique à température ambiante. On séche tout de suite 

a 40" C sous azote. 

Méthanolys e 
- - - - -  

1 , 2  mg de transcortine ou le résidu s e c  précédent est incubé avec 

500 y 1  de méthanol-HC1 pendant 16 h à 65°C puis le contenu du tube est 

séché à 40" C sous azote. 

Comme précédemment, il est nécessaire de réacétyler les osamines 

par 100 )*1 de pyridine + 100 Y 1  d'anhydride acétique. On seche tout de suite, 

a nouveau à 40°C sous azote. Cette réacétylation s e  produit aussi au niveau 

des fonctions hydroxyle , il est donc important de de-O-acétyler. Cette opé- 

ration est  réalisée par incubation avec 500 )A 1 de  méthanol-NH3 pendant 1 h 

a 65'; C. Le tube est  ensuite séché à 40" C sous azote. 



S ilylation 

Le résidu sec est traité par 100 . 1 de mélange (hexaméthyl- Y 
disilasane + triméthylsilane) pendant 1 h à température ambiante, puis 

le contenu du tube est séché sous azote, à température ambiante car 

les oses sont maintenant volatils. Le résidu est extrait par 100 1 d'heptane P. 
(30 min. à température ambiante) puis un aliquot de 1 à 2 1 est injecté Y 
dans l'appareil de chromatographie en phase gazeuse. 

Un étalon inositol est traité de la même façon que la transcortine 

et permet le dosage. 

2" Acides sialiques 

Les acides sialiques sont dosés selon la tedinique de AMINOFF (22). 
- 

a) Hydrolyse . . . . . . . . . . . . 
Dans un tube en Pyrex, fermé : 2 mg de transcortine sont dissous 

dans 0,2 ml d'eau distillée et additionnés de 0,2 ml de H2S04 0,2 M. La 

solution est incubée 3 0 min. à 80" C . 

b) Dosage . . . . . . . . 
Après refroidissement, 0,2 ml de solution d'acide periodique 0,05 M 

à pH 1,2 (dans H2 S04 0 , l  M) est ajouté puis le mélange est incubé 30 min. 

à 37°C. L'acide periodique en excès est réduit par addition de 0,25 m l  

d'arsénite de sodium à 2 % dans HC1 0,5 M (conservé à 4" C) et de 1 ,6  ml  

de solution d'acide 2-thiobarbiturique 0 , l  M ajustée à pH 9 avec NaOH 

(conservation 1 mois à 4" C, à l'obscurité). Le mélange est porté au bain- 

marie à 100°C pendant 7 minutes et demie puis refroidi dans un bain de 

glace fondante. 

Une extraction est ensuite effectuée par 4 ml de butanol acide 

(butanol contenant 5 p. 100 de HCl 12 M -v/V-). Après centrifugation, la 



densité optique de la phase butanolique est lue à 549 nrn contre un blanc 

butanol. Une courbe étalon est réalisée avec des dilutions croissantes 

d'une solution à 100 )A g d'acide N-acétyl neurarninique par ml. Le dosage 

est fait en double exemplaire. 

VI/ ACIDES AMINES N- et - TERMINAUX 

U séquence N-terminale a été réalisée sur la transcortine native 

ou S-carboxyméthylée. L'acide aminé C-terminal a été déterminé par action 

de la carboxypeptidase A sur  de la transcortine S-aminoéthylée puis désialidée 

de manihre à favoriser l'action enzymatique. 

A - SEQUENCE N-TERMINALE 

- - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - -  

La transcortine est réduite en milieu dénaturant par le dithiothreitol 

(DT T ) selon la technique de KONIGSBERG (23), puis carboxyméthylée. 

50 mg de transcortine sont dissous dans 2,5 ml de tampon Tris-HC1 

0,5 M à pH 8,l contenant du chlorhydrate de guanidine 6 M et de 1' E D TA 

disodique 0,002 M. La solution est incubée 30 min. à 50" C, puis agitée à 

ltobscurité avec 7,7 mg de DTT (qsp 20 mM) pendant 4 h à 50°C. 

Refroidir pais ajouter, en agitant, 0,25 ml de solution d'acide 

monoiodoadtiquec' 1 M (dans NaOH 1 M). Le mélange est agité 90 min. à 

') L'acide mono iodo adt ique doit s e  présenter sous forme de paillettes 
blanches et être conservé l'obscurité. Une coloration jaune serait due 
à une décomposition, il faut le rejeter. La préparation est décrite au 
chapitre X. 



l'obscurité à temp6rature ambiante.. Puis la solution est dialysée sous 

agitation pendant 48 h contre 2 1 d'eau distillée qui est changée 2 fois 

par jour, elle est ensuite lyophilisée. 

2" Acide aminé N-terminal 
----------------- 

a)  Dansylation selon la technique de NARITA (24) .......................................... 

Dans un tube Pyrex bouché : 0,5 mg de transcortine (10 n moles) 

est dissous dans 0,5 ml d'urée 8 M fraîchement désionisée contenant 

NaH CO3 0,5 M. A cette solution est ajouté 0,5 ml de solution de chlorure 

de dansyl (20 mg/ml dans l'acétone). Le mélange est laissé 15 h à llobscu- 

rit6, à température ambiante, puis il est dialysé 72 h, sous agitation 

contre 1 1 d'eau distillée changée 2 fois par 24 h. 

b) Hydrolyse de la dans yl-trans cortine .................................... 

Le volume de la solution dialysée est mesuré exactement et trans- 

féré dans un tube à hydrolyse (35 cm x 1 ,5  cm), 1 volume identique de HCl 

12 N est ajouté puis le tube est scellé. Après hydrolyse 110" C pendant 

15 h ,  l'hydrolysat est séché sous vide à 60°C puis repris par un mélange 

acétone -acide acétique (3 : 2) pour identification. 

c) Identification .............. 

L'identification est réalisée par diromatographie'sur plaque de 

polyamide 10 cm x 10 cm @CHLEICHER et SCHULL, type F 1700) dans les 

systèmes solvants de WOODS et WANG (25): 

lare dimension : acide formique / eau (100 : 1,5) 

. 2ème dimension : 

I lBre migration : benzène / acide acétique (9 : 1) 
2ème migration : acétate d'éthyle / méthanol / acide acétique (20 : 1 : 1). 



L'identité du dansyl amino-acide de la protéine est détermin6e 

par sa  position après chromatographie, elle est confirmée par incorporation 

dans l'hydrolysat de dans yl-protéine d'un témoin interne de dansyl amino - 
acide. 

3" Séquence N-terminale (Technique de HAN et al.) (26) 
---- ----------,--  

a) Dégradation ............ 

La dégradation récurrente dlEdrnan a été réalisee au séquenceur 

SOCOSI (type PS 100) s u r  20 mg (0,4 r m o l e )  de trankcortine native et de 

trans cortine S - carboxyrnéthylé e. 

Le couplage avec le phénylisothiocyanate, en solution à 5 p. 100 

dans llheptane, est réalisé dans un tampon quadrol 1 M à pH 9 pendant 

30 min. Après extraction des thio urées et de l'excès de réactif par le 

benzene puis l'acétate d'éthyle, la réaction de clivage est conduite dans 

l'acide heptafluorobutyrique pendant 3 min. Les thiazolinones obtenues sont 

extraites deux fois par le chlorobutane et recueillies dans un collecteur de 

fra &ions. 

b) Traitement des fhiaz olinones ............................... 

Les thiazolinones, récupérées dans le collecteur de fractions, 

sont séchées sous azote, puis reprises par 200 1 dlHCl 1 N ; la conversion r 
a lieu à 80°C pendant 10 min. On extrait 3 fois par 700 pi 1 d'acétate 

d'éthyle (PIERCE), puis les phases organiques sont réunies et séchées 

sous azote ; on reprend le résidu par 20 )Al d'acétate d'éthyle et on identifie 

les phénylthiohydantoïnes (PTH-amino a cides) par chromatographie sur couche 

mince de silica gel. L'acétate d'éthyle est conservé s u r  acide ascorbique 

(1 g/l) et 1' HCl N contient 0,3 ml d'éthylmercaptan par litre. 

La phase aqueuse obtenue après extraction l'acétate d'éthyle est 

mnservée pour identifier éventuellement les PTH-amino acides hydrosolubles. 



c) Identification des PTH-amino-acides . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

L'identification est réalisée par chromatographie monodimension- 

nelle sur  couche mince de silica-gel de 0,25 mm d'épaisseur (plaques 

20 cm x 20 cm Merck F 254) l'aide des syst5mes solvants dlEDMAN 

et SJOQUIST (27) modifiés par HAN et al. (26). 

. Traitement des solvants 
- - - - - - - . - -  

Xylène : 

Le xylène (CARIQ ERBA, R. P. ) est agité pendant 30 min. avec 

H2W4 concentré (100 ml pour 1 litre de xyl&ne). On procède ainsi à 

3 extractions successives puis la phase organique est lavée avec de l'eau 

distillée. Elle est ensuite séchée sur des pastilles de potasse pendant 

au moins une nuit, et distillée (point dtBbullition = 139" C). 

Acétate de butyle : 

L'acétate de butyle (CARLO ERBA, R.P.E.) est distillé (point 

d'ébullition = 126" C). 

Acide propionique : 

L'acide propionique est distillé à. reflux pendant 4 h , en présence 

de Cr03  (10 g pour 800 ml d'acide), puis filtré et distillé (point d'ébul- 

lition = 14 0" C). 

. Chromatographie - - - - - -  

Les cuves à chromatographie sont tapissées intérieurement de 

papier filtre Whatman no 1 imprégné de solvant, elles ne sont employées que 

24 h après leur préparation. 

Système solvant D 

La plaque de silica-gel est, au préalable, trempée horizonta- 

lement, pendant un temps tr&s court (quelques secondes), dans un mélange 

formamide / acétone (3 : 7 - V f i )  pr6paré extemporanément. Elle est 

séchée entre plusieurs feuilles , puis laissée à. l'air ambiant 

pendant 30 min. 



Les solutions de PTH-aminoacides dans I fadta te  de butyle 

(témoins à 2 mg/ml) sont déposées en trés petite quantité à la fois 

(1 )Al) car la tache de dépôt a une forte. tendance à diffuser. 

Le solvant utilisé est le xylène. 

Système solvant E 

100 ml de mélange acétate de butyle / eau (97 : 3 - v/V) 

est laissé reposer une nuit après avoir été agité 30 min. dans une ampoule 

à décanter. 

La phase acétate de butyle est récupérée et on y ajoute 3 m l  

d'acide propionique et 4 ml de formamide. 

Système solvant H 

Le solvant est composé d'un mélange de 120 ml de dichloro- 

éthane (Fluka) et de 28 ml d'acide acétique (Fluka). 

La cuve contenant ce solvant est placée dans une enceinte 

en polystyrène expansé de façon à obtenir une température stable. 

La durée de migration dans chaque système est de 1 heure 

environ. Les plaques sont ensuite séchées à l'étuve à 110°C pendant 

10 à 15 min. puis observées en lumière U.V. à 254 m. Pour vérifier 

une identification douteuse, la plaque est trempée dans une solution a 
0,2 p. 100 de ninhydrine dans l1ac6tone, et séchée à l'étuve à 110°C 

pendant 5 à 10 min. de façon à faire apparaître les colorations spécifiques 

de certains acides aminés. La. plaque peut être trempée une deuxième fois 

dans une solution à 0 , l  p. 100 de nitrate de cuivre dans l'éthanol, puis 

séchée 3 min. à 110°C. 

Certains acides aminés changent de coloration ; les PTH 

Gly, Lys, Asp et Met deviennent rouges, les PTH Val et Glu roses 

et les PTH Phe, Tyr et Thr jaunes. 



B - ACIDE AMINE C-TERMINAL 

- - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - -  

L'acide amine C-terminal a été déterminé par action de la 

carboxypeptidase A de pancréas (Merck) sur la S -amino éthyl transcortine 

désialidée. 

La transcortine a été S-amino éthylée en milieu urée 8  M selon 

la technique de COLE (28). 

100 mg de transcortine sont dissous dans 10 ml d'urée 8 M 

fraîchement désionisée. La solution est mise à barboter sous azote pendant 

2 min. puis sont ajoutés successivement : 0,5 ml d1 E D TA disodique 

à 2 mg/ml + 3 ml de tampon Tris-HC1 3 M à pH 8,6 + 0 , l  ml de 2-mercapto- 

éthanol. Le mélange est laissé sous atmosphère d'azote pendant 5 heures, 

en agitant à température ambiante et à l'obscurité. 

Trois additions successives de 0,2 ml d'éthylène-imine (Pierce) 

sont réalisées sous agitation à 10 min. d'intervalle. Le blocage des groupe- 

ments sulfhydryl est vérifié par dépôt d'une goutte de la solution s u r  une 

feuille de papier Whatrnan no 1 et trempage de la feuille dans le réactif au 

nitroprussiate '). Si une coloration violette apparaît, il est nécessaire de 

prolonger l'action de lléthyléne imine en rajoutant éventuellement. 

La solution est ensuite dialysée sous agitation pendant 48 h contre 

5 litres d'eau distillée qui est changée 2 fois par jour, elle est alors lyophi- 

lisée. 

e) Nitroprussiate de sodium 0, 25 g 

r 4  10 % 1 ml 
OH concentré 2 ml 

Méthanol qSP 25 ml  
préparer ext emporaném ent . 



2" Désiaudation 
----------- 

30 mg de S-amino éthyl transcortine sont dissous dans 3 ml  de 

tampon acétate de N-FTthylmorpholine 0,2 M à pH 6. La solution est 

additionnée de 0,15 ml de solution de neurarninidase à 10 U/ml (Merck) 

puis agitée à 37" C pendant 24 h. 

3" Hydrolyse par la airboxypeptidase A 
......................... 

L'hydrolyse par la carboxypeptidase A est réalisée selon la 

technique de AMBLER (29). 

a) Préparation de la solution de carboxypeptidase A ................................................ 

La solution de carboxypeptidase A est préparée en dissolvant 

0 , l  ml  de suspension de carboxypeptidase A de pancréas il 50 mg/ml (Merck) 

dans 0,9 ml de solution de chlorure de lithium il 10 p. 100 dans le tampon 

acétate de N-éthylmorpholine 0,2 M il pH 8,5. Le mélange est laissé une nuit 

a 4" C avant utilisation. On obtient ainsi une solution de carboxypeptidase A 

B 5 mg/ml soit approximativement 140 P' 

b) Hydrolyse et identification des acides aminés libérés .................................................. 

25 mg de S -amino éthyl trans wrtine désialidée (environ O, 5 y mole) 

sont dissous dans 5 ml de tampon acétate de N-éthylmorpholine 0,2 M à 

pH 8,5. La solution est additionnée de 50 )A1 de solution de nor-leudne 

10 mM dans l'eau distillée qui servira d'étalon interne pour doser les acides 

aminés libérés. 

Le mélange est porté, sous agitation, à 37"C, 10 min., puis 1 ml 

est prélevé (= blanc non hydrolysé). Aux 4 ml  restants sont ajoutés 70 
P l  

de solution de carboxypeptidase A de manière il avoir un rapport molaire 



enzyme /substrat d'environ 1/4&me. Le mélange est laissé sous agitation . 

il 37°C. Des aliquots de 1 ml sont prélevés aux temps 15 min., 30 min., 

60 min. et 120 min. L'hydrolyse est arrêtée chaque fois par une addition 

immédiate de 0,4 ml d'acide acétique glacial. 

Comme la protéine pré cipite après addition de l'acide adtique, 

le mélange est centrifugé puis le surnageant est recueilli dans un tube 

hémolyse en Pyrex. Le culot est lavé une fois avec 0,2 ml de mélange 

tampon acétate de N-éthylmorpholine / acide acétique (10 : 4 - V/V) et 

centrifugé nouveau : ce deuxième surnageant de lavage est ajouté au 

premier puis le mélange est évaporé sous vide avant analyse s u r  l'analyseur 

d'acides aminés. 

Les mesures de dichroïsme circulaire ont été conduites à l'aide 

d'un dichrographe JOBIN et YVON R. J. Mark III. La température est main- 

tenue & 23°C et les spectres sont enregistrés entre 180 et 400 m. 

1" Spectres entre 180 et 240 nm 
-i-i-ii-i-iii----A-- 

L'ellipticité molaire ( 0 ) est calculée, pour la région du spectre 

correspondant au chromophore amide (entre 180 et 240 nm), d1apr6s la 

concentration en résidus d'acides aminés. Le poids moyen d'un résidu, 

déterminé d'après la composition de la copule polypeptidique, est égal & 115. 

Etant d o n -  la faible concentration en N-acétyl glucosamine de la transcortine, 

la contribution des chaînes osidiques au spectre dichroique a été negligée. 

Les spectres expérimentaux obtenus ont été convertis en courbes 



e 1 gaussiennes à l'aide d'un convertisseur de courbes llDU PONT CURVEll . 
On obtient ainsi des maxima négatifs à 205, 214 et 222 nm. Le contenu 

en hélices O( est apprécié à partir de la transition n -> au 

niveau de la bande centrée à 222 nm et en prenant la valeur de - 30.620 

comme étalon pour l'hélice. La quantité de structure est appréciée 

de façon similaire au niveau de la bande a 214 nm et en prenant la valeur 

de - 7.040 comme étalon pour la forme p . Les valeurs des étalons sont 

déterminées pour le dichrographe utilisé dans la région du spectre 180-250 nm, 

à partir de six protéines (FREYSSINET) (30) d'après la méthode de CHEN 

et al.) (31). 

2" Spectres entre 240 et 400 nm 

Pour cette partie du spectre, l'ellipticité molaire est calculée 

d'après un poids moléculaire présumé de 36.135. Ce poids moléculaire 

correspond à la copule polypeptique si l'on prend en considération le poids 

moléculaire de la glycoprotéine entière (49.500) et le pourcentage de consti- 

tuants osidiques (27 p. 100). 

Professeur LEROY, Strasbourg. 



VIII / MARQUAGE D'AFFINITE 

Tous les stéroïdes : 2 4 -, 6 d -, 6 e -, 11 o( et 

16 d -hydroxyprogestérones l, ; testostérone , dexaméthasone et cortisol .. 
sont obtenus chez STERALOIDS (TOUZARD et MATIGNON). 

12 11 d -Bromo acétoxy 6 - l4 d progestérone 

............................... 

La 11 4 -hgdroxyprogestérone a été estérifiée par l'acide bromo- - -  - - 

acétique r 2  - l4 C] selon la méthode de BUZAS et al. (26) modifiée par 

PONS et al. (réf. 27 et communication personnelle). 

a) Estérification .............. 

90 mg (0,275 m mole) de 11 d -hydroxyprogestérone sont dis sous 

dans 2 ml de tétrahydrofuranne (Merck) contenant 35 mg (0,250 mmole) 
C) d'acide bromoacétique - l4 4 (1 ~ i / i o l e )  . La solution est refroidie 

à -20°C avant d'ajouter 55 mg (0,275 mmole) de dicyclohexylcarbodiimide 

(Merck) et 18 p l  de pyridine, en agitant. Le mélange est alors conservé 

4 h à 4°C en agitant de temps en ternps. 

D8s les 5 premières minutes, un précipité blanc, cristallin 

(O) Dans une ampoule de 1 m Ci d'acide b m o a d t i q u e  - l4 J 
(51 Ci/mole) (Radiochernical Center, Arnersham) son<ajoutés 4 ml de 
solution dfacide bromoacétique (Merck) 0,25 M dans le tétrahydrofuranne. 
Cette solution est dilu6e au demi avec le tétrahydrofuranne, avant l'emploi. 



(dicyclohexyl urée) apparaît puis s'accumule en fonction du temps. Le progrès 

de la réaction est suivi par chromatographie monodimensionnelle s u r  couche 

mince en plaque de silica-gel (20 x 20) (O) contenant un indicateur fluores cent 

(Merck F 254) dans le système solvant chloroforme / acétone (9 : 1, v/V). 

L'ester bromo acétique Cl4 d peut être identifié sous forme d'une tache 

radioactive fluorescente qui migre plus rapidement que la tache fluorescente 

non radioactive de la 11 d -hydroxyprogestérone de départ. Les chromato- 

grammes successifs montrent que la tache du produit de départ diminue alors 

que l'autre augmente en fonction du temps. Un équilibre est atteint après 

un temps de réaction de 3 $ 4 heures. 

b) Purification . . . . . . . . . . . . 

Le mélange est ensuite filtré s u r  laine de verre et Bvaporé sous 

pression réduite. Le résidu sec est alors dissous dans 2 ml de chloroforme 

puis la solution obtenue est chromatographi6e dans une colonne (l x 20 cm) 

contenant du silica-gel 60 (Merck) équilibré dans le chloroforme. Les frac- 

tions Gluées (5 m1/3 min.) sont repérées par chromatographie sur  couche 

mince dans le  système précédent : des aliquots de 5 p l  de chaque fraction 

sont déposés & des intervalles de 1 cm ; la migration n'est réalisée que si 

une tache fluorescente est observable au point de dépôt. Les fractions conte- 

nant le bromoadtate [14 a sont réunies et évaporées & 37" C sous pression 

réduite. Le résidu huileux est cristallisé par addition de quelques gouttes 
' 

d'éther et d'éthanol absolu. 67 mg de produit pur sont obtenus. Les Rf du 

bromoacétate et du stéroïde de départ sont respectivement égaux & 0,49 

et O, 11 dans le système solvant chloroforme / acétone (9 : 1, V/V). 

el 
L'utilisation de couches minces sur  support en feuille d'aluminium 
permet de découper une plaque 20 x 20 cm en 4 plaques 5 x 20 cm, 
ce qui est plus pratique lorsque l'on n'a qu'un dépôt à faire. Le 
dépôt est de 1 à 2 p l .  

------- 



22 6 d - ,  6 e  - et 16 d - Bromoadtoxy [2 - l4 a progestérone 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La méthode utilisée est identique mais le coût élevé des hydroxy- 

stéroïdes a nécessité la préparation d'une quantité plus faible de bromo- 

acétate. Ltest6rification est conduite s u r  une quantité de 20 mg (0,06 mmole) 

dissous dans 1 ml de tétrahydrofuranne. Tous les autres composants sont 

réduits dans les mêmes proportions que le stéroïde sauf la pyridine dont la 

concentration est proportionnelle au volume réactionnel, soit ici 9 p 1 pour 

1 ml. Les Rf des 3 bromoacétates obtenus sont identiques : 0,55 et 

ceux des 3 stéroïdes de départ ont une valeur égale à O , 1 1  . 

30 17 p - Bromoadtyl - l4 C] testostérone 

Ce dérivé est obtenu & partir de 80 mg (0,275 mmole) de testo- 

stemne dissous dans 2 ml de tétrahydrofuranne selon la méthode décrite pour 

h 11 o( -bromoacétoxyprogestérone. 55 mg de produit pur, cristallisé, ont 

6th obtenus. Le Rf de bromoacétate et celui de la testostérone sont respecti- 

vement égaux à 0,61 et 0,32. 

B - ANALYSE DES CAREOXYMETHY LAMINO-ACIDES 

1" Transcortine marquée 

Aprés marquage d'affinité, la solution de transcortine est traitée 

par le charbon-dextran pour éliminer les stéroïdes libres, puis elle est dessalée 

par dialyse 48 h sous agitation à 4OC contre 100 volumes d'eau distillée chan- 

gée deux fois par jour. La solution dialysée est lyophilisée. 

L'hydrolyse totale acide du produit lyophilisé (1 ou 2 mg) est réalisée 

ln tube scellé sous vide à 110°C pendant 24 h. L1hydrolysat est déposé sur 



l'analyseur d'acides aminés. La fraction de l'effluent de colonne colorée 

par la ninhydrine est collectée et la radioactivité est mesurée sur des 

aliquots de 1 ml. 

2' Préparation de la S-carboxyméthyl r 2  - l4 3 méthionine 

La S-csrboxyméthyl [2 - l4 a méthionine a ét6 préparée selon 

la méthode de GOREN et al. (34). 

Dans un tube à hémolyse en Pyrex, 24 p l  de la solution d'acide 
1 

bromo acétique - l4 0,25 M (1 Ci/mole) dans le tétrahydrofuranne 

sont évaporés sous azote. Au résidu sec obtenu (6 umoles d'acide bromo- - I 

acétique P4C] ), on ajoute 200 de solution de DL-méthionine 10 mM 

(l, 5 mg/ml) dans un tampon acétate de sodium 0,03 M à pH 5,6. La solution 

est incubée à 37" C pendant 3 h puis congelée à - 20" C jusqulà utilisation. 

L'obtention de S-carboxpéthylméthionine est vérifiée sur l'analyseur 

d'acides aminés (élution entre Asp et Thr). La position dlélution des produits 

de dégradation apr&s hydrolyse totale acide de 24 h est déterminée d'après 

la radioactivité de l'effluent de colonne et, pour la S-carboxyrnéthylhomo- 

cystéine, d'après la radioactivité et la coloration à la ninhydrine. 

3" Préparation des dérivés carboxyméthylés de l'histidine 
................................... 

Les trois dérivés carboxyméthylés de la L-histidine ont été préparés 

selon la méthode de GUNDLACH et al. (35). 

100 mg de O( -N-acétylhistidine et 400 mg d'acide iodoacétique e ) 
sont dissous dans 25 ml d'eau distillée. Le pH est ajusté à environ 6 - 7  

avec quelques gouttes de NaOH 10 M puis la solution est incubée 20 h à 37°C 

et congelée à - 20" C jusqulà utilisation. 

. P r é ~ m t i o n  &crite au chapitre X, 



Les produits obtenus sont analysés, après hydrolyse totale acide 

de 24 h. L'hydrolysat de 100 p l  de la solution ci-dessus est analysé 

soit seul, soit après mélange avec l'hydrolysat de transcortine marquée. 

La dicarboxyméthyl histidine est éluée avant Asp, la 1 -carboxym6thyl- 

histidine chevauche partiellement la proline et la 3 -carboxyméthyl histidine 

est 6luee entre l'alanine et la valine. 

M/ MODIFICATIONS CHIMIQUES PAR LE PYROCARBONATE D'ETHYLE 

ET PAR LE TETRANITROMETHANE 

A - PREPARATION DE LA TRANSCORTINE LIBRE 

-_ -_ -_ -_ -_ -_ -_ -_ - - - - - - - _ - _ -  - - - - - -- -- -- 

Les modifications chimiques ont été conduites sur la transcortine 

libre. Celle-ci est préparée extemporanément dans le tampon utilisé pour 

la modification : a un volume de solution de complexe transcortine-cortisol 

0,04 - 0,08 mM (2 -4 mg/ml) est ajouté un volume égal de suspension de 

charbon-dextran ') dans le même tampon. . Après 30 min. d'incubation 2 

37" C, le mélange est centrifugé 2.000 x g, 10 min., puis le surnageant 

est filtre sur papier Whatman 1 si des particules de charbon étaient restées 

en solution. Environ 95 p. 100 du cortisol est ainsi libéré de la transcortine 

sans qu'il y ait de dénaturation. 

(O) décrite dans le chapitre IV (mesures d'activité). 



B - DIALYSE MULTIPLE A L'EQUILIBRE 

- - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  

1" principe 
--------- 

La dialyse multiple à l'équilibre (DAUGHADAY) (36) ; (WESTPHAL 

et al. ) (37) est  une variante de la dialyse simple décrite dans le chapitre IV 

(mesures d'activité). A la différence de la dialyse simple, les solutions de 

protéine à étudier ne sont pas dialysées dans des flacons séparés mais en- 

semble, dans un seul flacon. Les différentes solutions de protéines peuvent 

ainsi être comparées directement entre elles. 

Le matériel et les réactifs utilisés sont identiques & ceux décrits 

précédemment pour la dialyse simple. De même, les boudins de dialyse 

sont laves 24 h avant utilisation. 

0,1 m l  (en double exemplaire) des solutions de transcortine (0,02 mM 

- 0,04 mM) dans le tampon utilisé pour la modification chimique est dilué 

avec 1 ml de tampon phosphate 0,05 M à pH 7,4 . Des aliquots de 1 ml  

des solutions ainsi obtenues sont dialysés ensemble contre 10 volumes de 

tampon phosphate 0,05 M à pH 7,4 contenant du cortisol en Eger  excès 

stoechiométrique s u r  la transcortine (rapport molaire = 1,25), 2,5 n Ci/ml 

de cortisol r3d (30 c i h r n o i e )  et O, 02 p. 100 d'amide de sodium comme 

agent antibact6rien. La dialyse est poursuivie pendant 72 h à 4" C avec une 

agitation magnétique continue. Après dialyse, un volume de 0,5 ml des 

compartiments internes et de la solution externe est compté avec 10 ml 

de s cintillateur au dioxanne. 



C - MODIFICATION PAR LE PYROCARBONATE D'ETHYLE 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1" Modification chimique 
----------------- 

L1éthoxycarbonylation de la transcortine est conduite à une 

concentration 0,02 mM (1 mg/ml) dans un tampon phosphate de sodium 

0,05 M à pH 6,1, à température ambiante. 

Le pyrocarbonate d'éthyle (CARIQ ERBA) est utilisé en solution 

préparée extemporanément dans l'éthanol absolu. La concentration de la 

solution est choisie de manière à ce que la concentration finale en éthanol 

dans le mélange réactionnel soit inférieure ou égale à 2 p. 100 . 
Le pourcentage d'inhibition est mesuré en comparant la transcortine 

modifiée à un témoin traité de la même façon mais sans pyrocarbonate. 

2" Dosage des histidines modifiées 
...................... 

Le nombre d'éthoxycarbonylhistidines est m-esuré par spectrophoto- 

métrie différentielle, en prenant un coefficient d'absorption molaire égal à 
-1 

3.200 M-' an à 240 nm (OVADI et al. ) (38) . Cette mesure n'est valable 

que si le rapport molaire réactif / histidine est inférieur à 20 (ROOSEMONT) 

(39), ce qui est le cas dans nos expérimentations. Les spectres d'absorption 

sont enregistrés de 230 à 320 nm avec une expansion d'échelle de 0 , l  ou 

0,25 unité de densité optique (Spectrophotomètre VARIAN TECHTRON 635 

ou BECKMAN 25). 



D - MODIFICATION PAR LE TETRANITROMETHANE 

1" Modification chimjque 
---------------- 

La modification de la transcortine est conduite à une concentration 

0,02 ou 0,04 mM (I ou 2 mg/ml) dans un tampon Tris-HC1 0,05 M à pH 8 

ou dans un tampon phosphate de sodium 0,05 M à pH 6, à température 

ambiante. 

Comme le pyrocarbonate, le tétranitrométhane (SCHUCHARDT) est 

utilisé en solution préparée extemporanément dans l'éthanol absolu et sa  

concentration est choisie de manière à ce que la concentration finale en 

éthanol dans le mélange réactionnel soit inférieure ou égale à 2 p. 100. 

Lni. réaction est arrêtée par addition de 0 , l  ml de dithiothreitol 

100 mM pour 1 ml de mélange réactionnel. Après incubation 1 h & l1obscu- 

rité, le pourcentage d'inhibition est mesuré en mmparant la trans mrtine (0 I I  S) 
CILLF. 

modifiée à un témoin traité de la même façon mais sans tétranitrométhane> -,- 

2' Dosages des nitrotyrosines et des groupements sulfhydryl 

Des aliquots de 1 ml des solutions modifiées sont dessalés dans des 

colonnes de Bio-gel P-6 (0,8 x 18 cm) équilibrées avec du tampon Tris-HC1 

0,l  M à pH 8 (des pipettes graduées de 10 ml garnies de laine de verre 

tiennent lieu de colonnes). Les fractions de 1 ,2  m l b 0  min. sont collectées ; 

celles correspondant au pic protéique sont réunies puis le volume est concentré 

& 1 ml sous pression d'azote à 4°C dans un appareil à micro-ultrafiltration 

AMICON équipé d'une membrane DIAFïQ type PM 10. 

Le nombre de nitrotyrosines est mesuré par spectrophotométrie 
-1 

différentielle, en prenant un coefficient d'absorption molaire égal à 4.100 M 
-1 cm - % 428 nm (SOKOIQVSKY et al.) (40). Les spectres d'absorption sont 

enregistrés de 300 à 500 nm avec une expansion d'échelle de 0 , l  ou 0,25 



unité de densité optique. Comme le dessalage et llultra£iltration ont 

entraîné une perte en protéine, la concentration en transcortine diffère 

un peu entre les diverses solutions. Les spectres sont donc enregistrés 

en lisant les solutions contre le tampon Tris à pH 8, puis les densités 

optiques à 428 sont ramenées à une concentration 0,02 mM en transcortine 

(D.O. = 0.70 2 280 nm ')). La valeur du témoin non nitré est alors 

déduite des autres valeurs. La présence de 3-nitrotyrosine est vérifiée 

par analyse des acides aminés de l'hydrolysat total acide de la protéine 

nitrée. 

Le dosage des groupements sulfhydryl est réalisé, après l'analyse 

spectrale, par le D T N B selon la méthode précédemment décrite (chapitre V). 

Le contenu de la cuve de spectrophotomètre (1 ml) est auparavant additionné 

de 0 , l  ml de solution de SDS à 20 p. 100 dans l'eau distillée et porté 

au bain-marie à 100" C, 3 min. 

') ~olution O, 02 mM = 1 mg/ml. Voir le chapitre 1, des résultat, 
(Propriétés physico-chimiques). 



X/ TECHNIQUES DIVERSES 

A - TRAITEMENT DE L'ETHER (ELIMINATION DES PEROXYDES) 

- - - - - - - - -  - - - - - - - - - -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 

2 litres d'éther éthylique technique sont distillés à. reflux, pendant 

30 min., en présence de chlorure stanneux (50 g/l). Après refroidissement, 

l'éther est lavé, dans une ampoule à dihanter, avec 200 m l  de solution de 

Na2C03 à 20 % puis 5 fois avec le  même volume d'eau distillée. Il est 

ensuite filtré s u r  papier Whatrnan 1 et distillé su r  FeS04 (point dlébulli- 

tion = 34"6 C). I l  est conservé s u r  anhydre à 4OC et à l'obscurité. 

B - PREPARATION DE L'ACIDE MONO IODO ACETIQUE 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans une fiole d lEr l emeyer  de 1 litre, verser 250 ml  d'eau distillée, 

47 g d'acide monochloracétiqu~, (Prolabo) (0,5 mole) et 90 g d'iodure de 

potassium (Prolabo) ( # 0,55 mole)'. ' 

Porter  au bain-marie entre 50" C et 60" C en agitant au début pour 

dissoudre et h i s s e r  incuber pendant 3 h. La solution devient rouge (la tempé- 

ra ture  ne doit pas dépasser 60°C pour éviter une trop grande libération d'iode). 

4 

Refroidir sous un courant d'eau froide puis extraire 5 fois par 

100 m l  d'éther éthylique sans peroxydes. Les fractions éthérées sont réunies 

dans un ballon et  l'éther est évaporé en majeure partie par  distillation. 

Dès que la température atteint 60°C, a r rê te r  la distillation et refroidir 

le liquide restant ( # 50 ml). 



Celui-ci est alors transvasé dans une ampoule à décanter en 

rinçant le ballon avec un peu d'eau distillée. 100 ml d'eau distillée environ 

sont ajoutés dans l'ampoule puis on extrait '5 fois par 100 ml de benzène 

en laissant bien décanter chaque fois (Cette opération a pour but d'éliminer 

les sels minéraux qui auraient pu être extraits par l'éther). Les extraits 

benzéniques sont réunis dans un ballon puis évaporés par distillation comme 

précédemment. Dès que la température atteint 85 - 90" C, arrêter la 

distillation et terminer ltévaporation sous vide partiel au bain-marie à 60" C 

(dans une fiole à vide avec une entrée d'air). 

Une masse solide est obtenue, elle est reprise par le minimum 

de toluène, à 70°C, puis la solution (#  30 ml) est versée dans un cristallisoir. 

Le flacon est r i n d  avec quelques ml de toluène qui sont ajoutés au cristal- 

lisoir. Celui-ci est porté à 4" C : une prise en masse se  fait en 15 min. 

ia. masse est désagrégée puis filtrée sur verre fritté no 2, à 4" C. 

Le cristallisoir est rin& avec quelques ml de toluène froid et on essore 

soigneusement en pressant avec un agitateur à bout plat (On obtient ainsi des 

paillettes de couleur rouge). Le produit essoré est repris dans 15 ml de 

toluène que l'on chauffe à 70" C jusqufà dissolution complète puis la solution 

est versée dans un cristallisoir ; on la laisse refroidir à température ambiante 

jusqu'à cristallisation complète puis on refroidit 5 min. à 4°C. 

Le produit est à nouveau désagrégé et filtre sur verre fritté no 2. 

On essore soigneusement en pressant et on laisse sécher s u r  le filtre avec 

circulation d'air, 15 min. On obtient ainsi, aprGs désagrégation, de fines 

paillettes brillantes, légèrement rosées. Celles-ci sont étendues en fine 

couche s u r  une plaque de verre et laissées sécher à l'air une nuit. Le 

produit final est blanc. 

Note : Lors des distillations, les distillats peuvent être colorés en 

rose. Cela provient de l'entraînement de l'iode qui a pu rse former et est 

sans importance. 



C - DESIONBATION DE L' UREE 8 M 

- - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  

Les solutions d'urée 8 M doivent être désionisées avant l'emploi : 

l'urée s e  décompose, en effet, spontanément pour donner des ions cyanate. 

Ceux-ci sont adsorbés à l'aide de résine Bio-rad AG 11 A 8. 

La résine est lavée à l'eau distillée sur verre fritté puis est mise 

& sédimenter dans une éprouvette avec de l'eau distillée. 

A 100 ml d'urée 8 M, on ajoute 7 ml de résine lavée et sédimentée. 

Le mélange est laissé sous agitation 24 h, puis filtré sur  verre fritté, 

- f {  ~''l!,, . ,' 
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