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L ' o b j e t  de  c e  mémoire e s t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  du r écep teu r  

à glucocor t ico?des  de f o i e  de  r a t  p u r i f i é  sous forme non a c t i v é e .  

Nous avons t e n t é  de c a r a c t é r i s e r  t a n t  l e s  paramètres  physicochimiques 

que l ' a p t i t u d e  du r écep teu r  p u r i f i é  à ê t r e  a c t i v é .  

La p u r i f i c a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  

e t  chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  en HPLC. Nous avons p a r t i c i p é  à 

l ' é l a b o r a t i o n  du ge l  d ' a f f i n i t é  en terminant  l e s  dosages de fonc t ions  

g r e f f é e s  s u r  l a  ma t r i ce  e t  en développant une nouvel le  méthode 

d ' a c t i v a t i o n  du g e l .  La chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  h a u t e  

performance nous a permis de te rminer  l a  p u r i f i c a t i o n .  

L'emploi d 'un m a t é r i e l  extrêmement p u r i f i é  nous a amené 

à r e v o i r  l e s  méthodes de dosage des  p r o t é i n e s  e t  de l ' a c t i v i t é  de 

l i a i s o n  du s t é r o ï d e  au r écep teu r .  

Avant d 'exposer  nos t ravaux,  nous avons jugé i n t é r e s s a n t  de 

p r é s e n t e r  dans une revue géné ra l e ,  l ' é t a t  a c t u e l  d e s  connaissances 

s u r  c e  r écep teu r  hormonal. 
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INTRODUCTION 

Les hormones sont  des  molécules informat ives  coordonnant 

l ' a c t i v i t é  des  d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  de l 'organisme.  E l l e s  peuvent - e t r e  c l a s s é e s  en deux grandes c a t é g o r i e s  : l e s  hormones polypepti-  

diques comprenant des  dé r ivés  d ' ac ides  aminés, des pept ides  e t  des 

p r o t é i n e s  e t  l e s  hormones s t é ro id i ennes .  

Un système hormonal comporte une é t ape  de biosynthèse au 

niveau de c e l l u l e s  g l a n d u l a i r e s ,  un système de d i s t r i b u t i o n  c i r cu l a -  

t o i r e  e t  un mécanisme de catabol isme,  c e  mécanisme ayant  pour f i n a l i t é  

p r i n c i p a l e  d ' é t a b l i r  une concent ra t ion  adéquate  au niveau des 

organes c i b l e s .  

Les hormones abordent  des c e l l u l e s  c i b l e s .  Le récepteur  

e s t  l a  s t r u c t u r e  de l a  c e l l u l e  c i b l e  qui  répond au message hormonal 

dans des condi t ions  physiologiques p a r t i c u l i è r e s  ( é t a t  fonc t ionnel ,  

âge, e t c . .  .). 

L ' a c t i o n  des  hormones s t é ro id i ennes  n é c e s s i t e  l ' e n t r é e  

en con tac t  avec l e  r écep teu r  de  s t r u c t u r e  pro té ique ,  so lub le  e t  

i n t r a c e l l u l a i r e ,  contrairement  aux r écep teu r s  des  hormones ~ o l ~ ~ e ~ t i -  

diques qui  sont  membranaires. Le récepteur  déclenche a l o r s  l a  

réponse. Ceci n é c e s s i t e  pour l e  récepteur  de  posséder deux s t r u c t u r e s  

fondamentales : l ' une ,  qu i  e s t  l e  s i t e  accepteur  auquel s e  l i e  

l 'hormone e t  l ' a u t r e ,  l e  s i t e  e f f e c t e u r  (ou exécu t i f )  qu i  i n t e r a g i t  

avec un élément c e l l u l a i r e  d i s t i n c t  (Baulieu, 1978) .  C 'es t  au niveau 

de c e  d e r n i e r  qu ' e s t  l ancée  l ' a c t i v i t é  c e l l u l a i r e .  Il e s t  évident  

que l ' a c t i v i t é  du s i t e  e f f e c t e u r  e s t  condi t ionnée par  l ' a c t i v i t é  

du s i t e  accepteur  e t  q u ' e l l e  n é c e s s i t e  une modi f ica t ion  du r écep teu r  



Figure  nO1:  

Glucocor t ico ïdes  n a t u r e l s  

chez l'homme e t  l e  r a t .  

mRNA 

ANTAGON I.STE 

Figure n o  3 : Action de  l'hormone glucocort ico?de 

La f i g u r e  montre une c e l l u l e  c i b l e  i d é a l e  dans l a q u e l l e  

l e s  g lucocor t i co Ides  agon i s t e s  ( p e t i t s  c a r r é s )  ou antago- 

n i s t e  ( p e t i t s  c e r c l e s )  péné t ren t  e t  s e  combinent 

réversiblement  avec l e  récepteur  pour former un complexe 

a c t i f  (Ra )  ou i n a c t i f  (Ri) .  L ' i n t e r a c t i o n  avec l a  chromatine 

n é c e s s i t e  une é t ape  de t ransformat ion  ( R I  probablement 

dépendante d'une déphosphorylation. Le modèle proposé e s t  

d i s c u t a b l e  (vo i r  t e x t e ) .  
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(d 'après Baul ieu,  1278)  



ap rès  l a  l i a i s o n  avec l'hormone spéc i f ique .  Nous pouvons n o t e r  au 

passage que l e s  antihormones son t ,  e l l e s ,  incapables  de promouvoir 

l a  modi f ica t ion  p a r t i c u l i è r e  du récepteur  a p t e  à déclencher  l a  réponse 

c e l l u l a i r e .  

L ' ex i s t ence  des r écep teu r s  à hormone s t é r o ï d e  e s t  démontrée 

expérimentalement p a r  l a  découverte  e t  l a  product ion de v a r i a n t s  

c e l l u l a i r e s  dont l e  r écep teu r  e s t  absent .  Ceci  a  é t é  montré notamment dans 

le c a s  des hormones g lucocor t i cos t é ro?des  pour des l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  

de lymphome dans l e s q u e l l e s  l e  récepteur  e s t  absent  ou du moins 

i n d é t e c t a b l e  pa r  des  méthodes d e  l i a i s o n  hormonale (S ib ley  e t  a l . ,  

1974). 

Avant de p a r l e r  du récepteur ,  nous a l l o n s  d é c r i r e  succ inc te-  

ment l e  métabolisme d e  l a  molécule ind ispensable  à l ' a c t i v i t é  du 

récepteur  e t  q u i  e s t  l'hormone glucocort ico?de.  Chez l e  r a t ,  l e  

glucocort icoZde n a t u r e l  e s t  l a  c o r t i c o s t é r o n e  qu i  n ' e s t  pas  hydroxylée 

en 174, contrairement  au c o r t i s o l ,  l e  g lucocor t i co ide  n a t u r e l  de 

l'homme ( v o i r  f i g u r e  n o  1 ) .  

La b iosynthèse  des g lucocor t ico?des  s ' e f f e c t u e  dans l e s  

glandes c o r t i c o s u r r é n a l e s ,  au niveau des zones f a s c i c u l é e s  e t . r é t i c u l é e s  

du co r t ex ,  à p a r t i r  du c h o l e s t é r o l  d ' o r i g i n e  hépat ique  ou alimen- 

t a i r e  ( v o i r  f i g u r e  n o  2) (Hechter e t  a l . ,  1953). La r égu la t ion  de l a  

b iosynthèse  dépend avan t  t ou t  de  I 'ACTH,  un abaissement de l a  

co r t i so l émie  e n t r a î n a n t  une augmentation de l a  s é c r é t i o n  de  A AC TH 

e t  vice-versa.  

Le c o r t i s o l  e t  l a  c o r t i c o s t é r o n e  s o n t  a l o r s  exc ré t é s  de 

l a  c e l l u l e  p roduc t r i ce  par  des mécanismes encore inconnus. 

Le c o r t i s o l  plasmatique e s t  t r a n s p o r t é  sous deux formes, 

l i b r e  e t  l i é e  pour 5 % e t  95 % respect ivement .  Le c o r t i s o l  e s t  l i é  

à l a  t r a n s c o r t i n e  d ' o r i g i n e  hépat ique ,  en concen t r a t ion  de 30 mg/l. 

La t r a n s c o r t i n e  l i e  l e s  s t é r o ï d e s  en C21 ayant  une s t r u c t u r e d 4 - 3  c é t o ,  

donc des  s t é r o ï d e s  t e l s  que l e  c o r t i s o l ,  l a  co r t i cos t é rone ,  l a  

progestérone,  e t c . . .  E l l e  e s t  s a t u r é e  par  des  taux é l evés  de c o r t i s o l  

(30 à 40 gg/100 m l  de sang) .  Au-delà, c ' e s t  l 'a lbumine qu i  joue l e  

r ô l e  de p r o t é i n e  de t r anspor t .  



Le passage  dy s t é r o ï d e  à t r a v e r s  l a  membrane e s t  un s u j e t  

a s s e z  peu é t u d i é  e n c o r e  a u j o u r d ' h u i  e t  m é r i t e r a i t  une a t t e n t i o n  u n  peu 

p l u s  soutenue.  L 'hypothèse  l a  p l u s  communément admise e s t  que l e s  

hormones s t é r o ï d e s ,  l i p o p h i l e s ,  d i f f u s e n t  l i b r e m e n t  à t r a v e r s  l a  

membrane. C e t t e  d i f f u s i o n  p a s s i v e  e s t  en c o n t r a d i c t i o n  avec  l ' i d é e  

même d'hormone, non pas  t a n t  pour  l e s  g l u c o c o r t i c o ? d e s  que pour l es  

hormones s e x u e l l e s ,  c a r  e l l e  a b o u t i t  à l a  conséquence s u i v a n t e ,  à 

s a v o i r  qu 'une hormone avec un t a u x  phys io log ique  de  l ' o r d r e  de l a  pmole 

p a r  l i t r e  pour  l e s  g l u c o c o r t i c o ï d e s  ou de  l a  nanomole p a r  l i t r e  pour  

l e s  hormones s e x u e l l e s  p e u t  d i f f u s e r  l i b r e m e n t  à t r a v e r s  TOUTES les  

membranes c e l l u l a i r e s ,  c e  q u i  p a r a î t  d i f f i c i l e ,  compte-tenu du t a u x  

d e  r é c e p t e u r  i n t r a c e l l u l a i r e  v a r i a n t  d e  10 à 20 nanomoles p a r  l i t r e  dans 

l e  c a s  d e s  r é c e p t e u r s  à g l u c o c o r t i c o ï d e s .  Une hypothèse  p l u s  s é d u i s a n t e ,  

e t  q u i  impl ique  l a  s a t u r a b i l i t é  d e  l a  p é n é t r a t i o n  a  é t é  p o s t u l é e  : 

c ' e s t  c e l l e  d e  l a  d i f f u s i o n  f a c i l i t é e .  E l l e  a é t é  montrée ,  i n d i r e c -  

tement pour  l e  passage  des  o e s t r o g è n e s  dans  l e s  c e l l u l e s  de  l ' u t é r u s  

d e  r a t e  (Milgrom e t  a l . ,  1973),  p u i s  en 1980 p a r  A l l e r a  e t  a l .  pour  

l e  passage  d e  l a  c o r t i c o s t é r o n e  dans des  v é s i c u l e s  h é p a t i q u e s  p u r i f i é e s .  

Un a u t r e  mécanisme proposé e s t  I 'endocytose .  E l l e  s e r a i t  l i é e  à 

l ' e x i s t e n c e  d e  r é c e p t e u r s  s p é c i f i q u e s  t r a n s c o r t i n e - l i k e ,  d i s t i n c t s  du 

r é c e p t e u r  i n t r a c e l l u l a i r e ,  e t  p r é s e n t  a u s s i  b i e n  à l ' e x t é r i e u r  q u ' à  

l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e .  Un t e l  type  de  r é c e p t e u r  a  é t é  m i s  en 

é v i d e n c e  g r â c e  à l ' e m p l o i  d ' a n t i c o r p s  a n t i - t r a n s c o r t i n e  (Kobl inski  e t  a l . ,  

1972 ; Litwack e t  a l . ,  1975). T r è s  récemment, l e  premier  r é c e p t e u r  membra- 

n a i r e  d ' u n e  hormone s t é r o ï d e  a  é t é  découver t  au  niveau d e  l a  membrane 

d e  l 'oocyte  de  xénope où l a  p r o g e s t é r o n e  i n d u i t  l a  s y n t h è s e  d 'un  

f a c t e u r  promoteur d e  l a  méiose (Blondeau e t  Bau l ieu ,  1984) .  

Quoiqu ' i l  en  s o i t ,  l 'hormone s e  r e t r o u v e  à l ' i n t é r i e u r  

de l a  c e l l u l e  où e l l e  e s t  reconnue p a r  une s t r u c t u r e  s p é c i f i q u e  nommée 

r é c e p t e u r ,  don t  l a  n a t u r e  p r o t é i q u e  e s t  conf i rmée p a r  l a  p e r t e  de  

l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  l o r s  d e  l ' a c t i o n  d'enzymes p ro téo-  

l y t i q u e s  t e l l e s  que l a  pronase ,  l a  papaïne ,  l a  t r y p s i n e ,  l a  chymotryp- 

s i n e .  Les p remières  é t u d e s  o n t  permis  de  c a r a t é r i s e r  t r o i s  formes d e  

r é c e p t e u r s .  La p remière  forme d e  h a u t  po ids  m o l é c u l a i r e  (280-330 k ~ a )  



ne  l i e  pas l 'hormone (Grody e t  a l . ,  1982). E l l e  e s t  conve r t ib l e  en une 

forme l i a n t  l 'hormone pa r  un mécanisme d i t  d ' a c t i v a t i o n  (Grody e t  a l . ,  

1982 ; Wayne, 19821, r é v e r s i b l e  (Grody e t  a l . ,  1982 ; Schmidt e t  a l . ,  

1982) e t  qu i  p o u r r a i t  ê t r e  un mécanisme d e  phosphorylation (Nielsen - e t  

a l . ,  1 9 7 7 ~ ) .  La deuxième forme l i a n t  l 'hormone, de p l u s  f a i b l e  poids  - 
molécula i re  (90-94 kDa), a é t é  mise en évidence dans des noyaux i s o l é s  

de c e l l u l e s  hépa t iques  ( ~ i l g r o m  e t  a l . ,  1973 ; ~ a l i m i  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ~  

des noyaux dlhépatome de r a t  (Baxter e t  a l . ,  1972) ; Higgins e t  a l . ,  

1973a, 197313) a i n s i  que dans des noyaux de  thymus (Munck e t  a l . ,  1972). 

La n a t u r e  de l ' a c c e p t e u r  n u c l é a i r e  semble ê t r e  l a  chromatine (Beato 

e t  a l . ,  1973 ; Higgins e t  a l . ,  1979 e t  1973c ; Rousseau e t  a l . ,  1974 

e t  1975 ; Coty e t  a l . ,  1979). Le complexe H-R de haut  poids molécula i re ,  

incapable  de l i e r  l e  DNA a c q u i e r t  par  un changement de  s t r u c t u r e  ou 

de  conformation, v i s u a l i s a b l e  p a r  l a  b a i s s e  du poids molécula i re ,  une 

a f f i n i t é  pour l e  DNA (Govindan, 1980 ; Vedeckis, 1983 ; Munck e t  a l . ,  

1980 ; Hutchens e t  a l . ,  1982, Milgrom e t  a l . ,  1976, Atger e t  a l . ,  1976). 

P l u s i e u r s  modèles c e l l u l a i r e s  ont  a l o r s  é t é  proposés : 

Le premier modèle e s t  un modèle en deux é tapes  avec une é t ape  

cytoplasmique q u i  comprend l a  l i a i s o n  du r écep teu r  à l 'hormone, p u i s  

l a  t ransformation.  La deuxième é tape ,  n u c l é a i r e ,  permet l a  f i x a t i o n  

du récepteur  transformé s u r  l e  DNA (vo i r  f i g u r e s  3 e t 4  a ) .  Pour 

L ink ie  e t  S i i t e r i  (.1978), l a  t ransformat ion  s e r a i t  i n t r a n u c l é a i r e .  

Sheridan e t  a l . ,  1979 proposent un modèle d i t  "à l ' é q u i l i b r e "  

( v o i r  f  i gu req  b)  dans l e q u e l  l e  r écep teu r  non l i é  à l'hormone e s t  en 

é q u i l i b r e  e n t r e  l e  cytoplasme e t  l e  noyau. Cet é q u i l i b r e  e s t  déplacé  

en faveur  du cytoplasme l o r s  de l 'homogénéisation du t i s s u .  

De r é c e n t s  travaux remettent  en cause l ' e x i s t e n c e  même du 

r écep teu r  cy toso l ique  e t  forment l 'hypothèse  d'un récepteur  à 

oestrogènes pr imit ivement  n u c l é a i r e  ( v o i r  f i g u r e 4  c )  . l a  l o c a l i s a t i o n  

du récepteur  dans l e  cy toso l  s e r a i t  due à un a r t e f a c t  de manipulat ion 

(Welshons e t  a l . ,  1984 ; King e t  a l . ,  1984). S i  c e t t e  t h é o r i e  e s t  

exac te ,  e l l e  pose de nombreux problèmes. Le récepteur  non l i é  à 

l 'hormone e s t - i l  d é j à  f i x é  à l a  chromatine ? Est-ce l a  même chose 

pour tous  l e s  a u t r e s  r écep teu r s  s t é r o i d i e n s  (Schrader,  1934 ; 

Clark,  1984) ? 
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Govindan (1980) a montré pour l e  récepteur  à g lucocor t i -  

co ldes  q u ' i l  y a v a i t  passage du cytoplasme au noyau par  une technique 

d'irnrnunofluorescence de  c e l l u l e s  i n t a c t e s .  Les récepteurs  à gluco- 

c o r t i c o ï d e s  e t  à oestrogènes n ' o n t  probablement pas l e s  mêmes méca- 

nismes c e l l u l a i r e s  e t  molécula i res  (Vedeckis, 1983 ; Raaka e t  a l . ,  1983 ; 

Notides e t  a l . ,  1975) mais c e l a  ne change en  r i e n  l e  modèle de base  

en deux é t apes  de l ' a c t i o n  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  : r écep teu r  non l i é  

i n a c t i f  e t  r écep teu r  l i é  a c t i f  (Rousseau, 1984). 

La conséquence de l ' a c t i v i t é  du r écep teu r  l i é  à l'hormone 

g lucocor t i co lde  e s t  l a  f i x a t i o n  s u r  l e  DNA,dloù en découle une 

augmentation ou une b a i s s e  de  l a  concent ra t ion  en mRNA (Rousseau, 1984).  

L ' ac t ion  b io logique  des  g lucocor t i co ldes  a f a i t  l ' o b j e t  de revues 

d é t a i l l é e s  (Saez e t  a l . ,  '1976 ; Munck e t  a l . ,  1977 ; Baulieu, 1978). 

nous nous bornerons j u s t e  à s i g n a l e r  qu'au niveau du f o i e ,  l ' a c t i o n  

des g lucocor t i co Ides  s e  t r a d u i t  par  l ' accro issement  de l a  néoglyco- 

génèse, l ' a cc ro i s semen t  de l a  glycogénogénèse e t  une a c t i o n  permissive 

s u r  l a  glycogénolyse p a r  l e  glucagon. 

Après l e  lancement de l ' a c t i o n  c e l l u l a i r e ,  il y a l i e u  

d ' i n a c t i v e r  l 'hormone par  l ' a c t i o n  d'enzymes dont l e  bu t  e s t  de 

f a v o r i s e r  l ' absence  d e  recombinaison avec l e  récepteur .  Les p rodu i t s  

du ca tabol i sme (Baulieu,  1978) de l a  c e l l u l e  hépa t ique  sont  véh icu lé s  

pa r  l e  sang jusqu'au r e i n  où i l s  sont  exc ré t é s .  



II- LE RECEPTEUR A GLUCOCORTICOIDES : REVUE SUS LE RECEPTEUR 

NON PURIFIE - 

1 )  Présen ta t ion  

Comme nous l ' avons  vu dans l ' i n t r o d u c t i o n ,  l ' e x i s t e n c e  du 

r écep teu r  à g lucocor t i co ïdes  a  é t é  c la i rement  démontrée (Sibley e t  a l . ,  

1974). Sa n a t u r e  chimique, é t u d i é e  su r  des  p répa ra t ions  b io logiques  

b r u t e s  correspond à c e l l e  d'une pro té ine .  En e f f e t ,  l e s  enzymes 

p ro t éo ly t iques ,  t e l l e s  que l a  pronase, l a  papaïne, l a  t ryps ine  e t  

l a  chymotrypsine d é t r u i s e n t  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n .  Par  con t r e ,  DNase, 

RNase, co l lagénase ,  hya luronidase ,  neuraminidase e t  lysozyme s o n t  

sans ac t ion .  Cependant, une r écen te  pub l i ca t ion  montre que s i  l a  RNase 

n ' a  pas d ' e f f e t  s u r  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n ,  e l l e  c o n v e r t i t  l a  forme 

7-8 S  du récepteur  cy tosol ique  l i é  à l a  dexaméthasone en une forme 

3-4 S  c e  q u i  suggère une a s s o c i a t i o n  e n t r e  l e  récepteur  pro té ique  

e t  l e  RNA (pmocko e t  a l . ,  1984). 

Le r écep teu r  e s t  une p ro t é ine  f r a g i l e ,  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  

de  l a  cha leur ,  du pH, de l a  f o r c e  ion ique  e t  des r é a c t i f s  des  t h i o l s .  

Son c a r a c t è r e  amphotère l u i  permet de s e  f i x e r  a u s s i  b i e n  s u r  des  

suppor ts  ca t ion iques  (DEAE-cellulose ou DEAE sur  HPLC) que s u r  des  

suppor ts  anioniques (DNA-cellulose, phosphocel lulose ou héparine- 

agarose) .  

La mise en évidence des  récepteurs  à g lucocor t i co ïdes  a  

pu ê t r e  r é a l i s é e  g râce  à l ' o b t e n t i o n  de  s t é r o ï d e s  t r i t i é s  à h a u t e  

a c t i v i t é  spéc i f ique ,  t e l s  que l a  dexaméthasone ou l ' a c é t o n i d e  d e  

t r iamcinolone,  dont l e s  cons t an te s  de d i s s o c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e ,  

d '  environ 1-3 nanomolaire, en f o n t  des  l i g a n d s  remarquables dans 

l ' é t u d e  du r écep teu r  (vo i r  f i g u r e  n o  5 1. Mais l e  " labe l"  de r écep teu r  

à hormone s t é r o ï d e  ne  peut ê t r e  donné à une p ro t é ine  qu 'après  q u ' e l l e  

a i t  s a t i s f a i t  à un c e r t a i n  nombre de c r i t è r e s  (Cuatrecasas ,  1974). 

Ces c r i t è r e s  sont  l e s  su ivants  : 



Analogues de synthèse 
1 

R I  R2 

l Dexame thasone OH CH3 

Triamcinolone OH OH 
Acétonide de 
triamcinolone O\_/* 

. . .  
Derrves naturels 

Figure  n o  5 

Formules de glucocorticoldes 

Corticostérone H 
Cort isol  OH 

Figu re  n o  6 

~ e ~ r é s e n t a t i o n  graphique d 'une l i a i s o n  non s p é c i f i q u e  (NS) 

e t  e f f e t  s u r  c e l l e  d 'une l i a i s o n  s p é c i f i q u e  ( S )  

ALT : a c t i v i t é  l i é e  t o t a l e  



- l a  p r o t é i n e  d o i t  ê t r e  spéc i f ique  vis-à-vis  de  l'hormone e t  

également des  analogues s t ruc tu raux  n a t u r e l s  ou de  synthèse,  a i n s i  

que de s e s  i n h i b i t e u r s .  

- l a  p r o t é i n e  d o i t  ê t r e  spéc i f ique  du t i s s u  c i b l e  ; 

- e l l e  d o i t  a v o i r  une f o r t e  a f f i n i t é  de l i a i s o n  avec l 'hormone 

dont l e s  taux physiologiques son t  t r è s  f a i b l e s  ; 

- e l l e  d o i t  a v o i r  une f a i b l e  c a p a c i t é  (environ l o4  s i t e s  accepteurs  

par  c e l l u l e ) ,  c e  q u i  permet de s a t u r e r  l e  système aux taux 

hormonaux physiologiques ; 

- l a  l i a i s o n  hormone-récepteur d o i t  ê t r e  r é v e r s i b l e .  

L 'é tude  du r écep teu r  a  longtemps é t é  rendue d i f f i c i l e  par  

l e  f a i t  que dans l e s  é tudes  i n  v i t r o ,  il é t a i t  pratiquement impossible  

d e  v i s u a l i s e r  l a  s a t u r a t i o n  du complexe H-R cy toso l ique  ( v o i r  

f i g u r e  no 6 ) .  C e t t e  i n s a t u r a b i l i t é  apparente  e s t  due à 

l ' e x i s t e n c e  de  nombreuses p ro t é ines  q u i  f i x e n t  l e  s t é r o ï d e  mais 

n e  correspondent  pas à l a  d é f i n i t i o n  de r écep teu r s  à g lucocor t i -  

co ldes .  Ces p ro t é ines  peuvent a v o i r  s o i t  une o r i g i n e  c e l l u l a i r e  

e t  dans c e  c a s  il peut s ' a g i r  de récepteurs  d ' a u t r e s  hormones 

s t é r o ï d e s ,  de  p ro t é ines  l i a n t  spécifiquement l e s  g lucocor t ico?des  

(enzymes ou t r a n s c o r t i n e )  ou de p ro t é ines  non spéc i f iques  (p ro t é ines  

membranaires, albumine ... 1, s o i t  une o r i g i n e  plasmatique où nous 

rencontrons de nouveau l a  t r a n s c o r t i n e ,  dont l e  l i e u  de synthèse  e s t  

l a  c e l l u l e  hépa t ique  e t  q u i  e s t  e n s u i t e  excré tée ,  e t  l 'a lbumine.  

Les p ro t é ines  qu i  ne l i e n t  pas spécifiquement l e s  g lucocor t i co ïdes  

son t  c a r a c t é r i s é e s  par  une f a i b l e  a f f i n i t é  de l i a i s o n  e t  une t r è s  

f o r t e  c a p a c i t é .  Généralement, c e t t e  c a p a c i t é  e s t  cons idérée  comme 

i l l i m i t é e .  L 'es t imat ion  de  c e t t e  l i a i s o n  non spéc i f ique  s e  f a i t  par  

incubat ion  de  l a  p répa ra t ion  b r u t e  en présence de  s t é r o ï d e  r ad ioac t i f  

e t  d 'un t r è s  f o r t  excès de  s t é r o ï d e  f r o i d .  

Cet obs t ac l e  é t a n t  surmonté, il e s t  a i s é  de c o n s t a t e r  

que l ' i n t e r a c t i o n  hormone-récepteur e s t  r é v e r s i b l e  e t  q u ' e l l e  s u i t  

l e  p r i n c i p e  de  l ' a c t i o n  de  masse. 



ka  
R + H  4 -  R - H  

R : r écep teu r  non l i é  

H : s t é r o ï d e  l i b r e  

R-H : complexe hormone- 
r écep teu r  

ka e t  kd é t a n t  respectivement l e s  cons tan tes  de  v i t e s s e  d ' a s s o c i a t i o n  

e t  de d i s s o c i a t i o n .  

Il e s t  p o s s i b l e  de c a l c u l e r  l a  cons t an te  apparente  de  

d i s s o c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  % m o l .  1 )  ou l a  cons t an te  apparente  
- 1 d ' a s s o c i a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  K ( 1, mol - q u i  e s t  l a  cons t an te  A 

d ' a f f i n i t é .  

2 - S t a b i l i s a t i o n  du r é c e ~ t e u r  

2.1 - Lia i son  à l'hormone ------------------- 

Le récepteur  à glucocort icoZdes e s t  i n s t a b l e  dans l e  

mi l i eu  cy tosol ique .  De nombreux a u t e u r s  ont  remarqué q u ' i l  f a l l a i t  

a j o u t e r  l 'hormone dès avant  ou a p r è s  l e  broyage c e l l u l a i r e  (Kirkpat r ick  

e t  a l . ,  1972), pour o b t e n i r  une f r a c t i o n  cy toso l ique  contenant  du 

récepteur  capable de l i e r  l e  DNA. D e  nombreuses études e f f e c t u é e s  en 

c e  sens ont  montré l ' e f f e t  s t a b i l i s a t e u r  de l 'hormone s u r  l e  récepteur  

dont l a  durée de demi-vie e s t  augmentée d'un f a c t e u r  10 à 0°C en 

présence du s t é r o ï d e  (Kirkpat r ick  e t  a l . ,  1972 ; Rafestin-Oblin e t  a l . ,  

1977 ; Blanchardie  e t  a l . ,  1983). L ' e f f e t  s t a b i l i s a t e u r  de l'hormone 

s'estompe avec l 'augmentat ion de l a  température (Blanchardie e t  a l . ,  

1983). Une hormone dont l a  cons tan te  de v i t e s s e  de d i s s o c i a t i o n  e s t  

t r è s  f a i b l e  augmente l a  demi-vie du complexe. L'emploi de l ' a c é t o n i d e  

de t r iamcinolone augmente l a  demi-vie d'un f a c t e u r  2 par  r appor t  à 

l a  dexaméthasone (demi-vie : 48-72 heu res ) .  Par  comparaison, l a  

demi-vie du récepteur  non l i é  e s t  i n f é r i e u r e  à une d i za ine  d 'heures .  



2.2 - Récepteur e t  a c t i o n  du molybdate ---- ..................... ----- 
Un pas important dans l a  s t a b i l i s a t i o n  du récepteur  a  é t é  

e f f e c t u é  p a r  l ' emplo i  du molybdate de  sodium. Le groupe de P r a t t  a  

montré l e  premier  que l e  molybdate s t a b i l i s a i t  l e  r écep teu r  de f o i e  

de  r a t  non l i é  à l'hormone (Nielsen e t  a l . ,  1977a ; Nielsen e t  a l . ,  

1977b). 

Dans l e  c a s  des thymocytes de  r a t ,  pa r  c o n t r e ,  ce s  a u t e u r s  

on t  montré que l e  molybdate n ' a v a i t  qu'une f a i b l e  a c t i v i t é  s t a b i l i -  

s a n t e  su r  l e  r écep teu r  non l i é  e t  qu'en f a i t ,  un i n h i b i t e u r  de 

phosphatases t e l  que l e  molybdate, u t i l i s é  s e u l ,  n 'empêchait  pas 

l ' i n a c t i v a t i o n ,  c ' e s t - à -d i r e  l ' i n c a p a c i t é  de l i e r  l e  s t é r o ï d e  (Sando 

e t  a l . ,  1983) . 
Le récepteur  de f o i e ,  non l i é  e t  i n a c t i v é  e s t  capable de 

r e c o u v r i r  une a c t i v i t é  de l i a i s o n  ap rès  incubat ion du cy toso l  avec 

du molybdate ( v o i r  f i g u r e  n o  7 ) (Sando e t  a l . ,  1979). Des 

r é s u l t a t s  analogues ont  é t é  d é c r i t s  p a r  Grody e t  a l .  (1980) q u i  ont  

montré que l ' emplo i  de molybdate 10 dl dans du cy toso l  d 'ov iducte  de  

p o u l e t t e  provoquerai t  une augmentation du nombre apparent  de 

récepteurs  à progestérone.  Leach e t  a l .  (1 979), Naray e t  a l .  (1983) 

montrent que l e  molybdate bloque réversiblement  1 ' i n a c t i v a t i o n  du 

r écep teu r  e t  que l e  molybdate e s t  capable  de préveni r  l ' i n a c t i v a t i o n  

non enzymatique du récepteur  non l i é ,  causée par  l 'augmentat ion des s e l s  

ou p a r  l a  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammonium. Dans l e  ca s  du r écep teu r  

de f o i e  de l a p i n ,  Blanchardie  e t  a l .  (1983) ont montré que l e  

molybdate s t a b i l i s e  à l a  f o i s  l e  récepteur  non l i é  e t  l e  r écep teu r  

l i é  ( v o i r  f i g u r e  n o  8 ) e t  augmente de  façon cons idérable  l a  

demi-vie du r écep teu r  e t  l ' a f f i n i t é  du s t é r o ï d e  pour l e  récepteur .  

S i  l e  molybdate f a v o r i s e  l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  du s t é r o ï d e  

au récepteur ,  il empêche pa r  c o n t r e  l a  t ransformat ion  du complexe H-R, 

que c e  s o i t  par  l 'augmentat ion d e  l a  température ou l ' é l é v a t i o n  de  l a  

f o r c e  ionique (Leach e t  a l . ,  1979). Le t u n g s t a t e  a  également c e t  e f f e t ,  

mais d ' a u t r e s  i n h i b i t e u r s  de phosphatases t e l s  que l e  f l u o r u r e  d e  

sodium ou l e  glucose-1-phosphate n'empêchent pas l a  t ransformat ion  

( ~ e a c h  e t  a l . ,  1979 ; Dahmer e t  a l . ,  1981). 



Figure  n o  7 : Réact iva t ion  du r écep teu r  à g lucocor t i co ldes  

en présence de molybdate 10 mN à 25°C. 

Demi-vie ( heures)  

Yorme non l i é e  
- Mo 11 2 0,5 
+ Y 0  10-~?1  20 4,5 2,5 

Forme l i é e  

F i g u r e  n o  8 : I n a c t i v a t i o n  du r écep teu r  l i é  ou non en présence 

ou en l ' absence  de molybdate. Les e s s a i s  sont  e f fec-  

t ués  à des températures  d i f f é r e n t e s .  La mesure de 

l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  de  l a  forme non l i é e  e s t  e f f ec -  

t uée  ap rè s  incubat ion  de  c e t t e  d e r n i è r e  avec de 

l'hormone t r i t i é e  pendant 2 heures  à 0°C. 



La base  molécula i re  de l ' a c t i o n  du molybdate r e s t e  encore 

très mal d é f i n i e .  Pour Naray e t  a l .  (1983), l e  molybdate n ' a u r a i t  

aucun e f f e t  aucun e f f e t  s u r  du r écep teu r  p u r i f i é  t and i s  que pour 

Cardo e t  a l .  (1983) e t  Leach e t  a l .  (1 979, 1983), l e  molybdate 

f o r m e r a i t  un complexe avec des groupements phosphate du r écep teu r .  

Le molybdate en s e  l i a n t  a i n s i  s o i t  à des groupements phosphate 

s o i t  à des groupements su l fhyd ry l  du r écep teu r  b l o q u e r a i t  l a  

t ransformat ion  (Leach e t  a l . ,  1979) en inh iban t  un mécanisme de  

déphosphorylat ion.  Une seconde p o s s i b i l i t é ,  suggérée pa r  N i sh igo r i  

e t  Tof t  (1980) s e r a i t  que l e  rnolybdate a g i r a i t  s u r  des r é s i d u s  d ' ac ides  

aminés de l a  p ro t é ine .  En e f f e t ,  il a é t é  montré que l e  molybdate 

é t a i t  capable  d ' i n t e r a g i r  avec l e  groupement t h i o l  de l a  c y s t é i n e  

ou l e  groupement irnidazole de l ' h i s t i d i n e  (Weathers e t  a l . ,  1979). 

Ceci  e x p l i q u e r a i t  pourquoi un excès de  phosphate n e  bloque pas  

l ' i n h i b i t i o n  de l a  t ransformat ion  due au t u n g s t a t e  ( ~ u r a k a m i  e t  a l . ,  

1982).  

Ces a u t e u r s  on t  d 'abord émis l ' hypo thèse  d 'une a c t i o n  

i n d i r e c t e  du rnolybdate pa r  i n h i b i t i o n  d 'une phosphatase i n t r a c e l l u -  

l a i r e .  Puis  e s t  venue l ' hypo thèse  d 'une a c t i o n  d i r e c t e  s u r  l e  r écep teu r  

lui-même puisque c e  d e r n i e r ,  l o r s q u ' i l  e s t  p u r i f i é ,  r e s t e  s e n s i b l e  

à l ' a c t i o n  du molybdate. Ces deux hypothèses  pou r r a i en t  ê t r e  r éun ie s  

en une s e u l e  s i  l ' a c t i v i t é  enzymatique de  phosphorylat ion du r écep teu r  

p u r i f i é  v e n a i t  à ê t r e  confirmée ( M i l l e r - ~ i e n e r ,  1985). 

R é c e ~ t e u r s  e t  t h i o l s  2.3 - ---- --------------- 

Schmidt e t  Seke r i s  (1976) o n t  montré que des  agen t s  

réduc teurs  t e l s  que l e  -mercaptoéthanol,  l e  d i t h i o t h r é i t o l  , l e  

Na S O e t  l e  t h iog lyco la t e , s ' i l s  n'augmentent pas  l a  c a p a c i t é  de  
2 2 4  

l i a i s o n  de l 'hormone au r écep teu r ,  son t  capables  d'augmenter de  50 % 

l a  durée  de demi-vie du récepteur .  Grippo e t  P r a t t  (1983), pour l e u r  

part, ind iquent  que l a  c a p a c i t é  de l i e r  spécif iquement  l e  s t é r o ï d e  

d 'une  f r a c t i o n  cy toso l ique  de  f o i e  de r a t  peut ê t r e  r e s t a u r é e  pa r  

l ' a d d i t i o n  de d i t h i o t h r é i t o l  ou pa r  l ' a d d i t i o n  de cy toso l  chau f f é  à 

100°C avant  l ' i n c u b a t i o n  en présence de molybdate. Ces a u t e u r s  



pensent que c e  f a c t e u r  endogène thermostab le  peut  ê t r e  l a  th ioredoxine  

q u i  m a i n t i e n d r a i t  l a  c a p a c i t é  de l i a i s o n  du s t é r o î d e  au r écep teu r  p a r  

un mécanisme NADPH dépendant. 11 a p p a r a î t  donc év ident  qu'un 

groupement t h i o l  à l ' é t a t  r é d u i t  est  n é c e s s a i r e  à l ' a c t i v i t é  de 

l i a i s o n .  C e t t e  i d é e  a  é t é  r en fo rcée  par  l ' e m p l o i  d'un s t é r o ï d e  de 

synthèse,  l e  mésylate  de dexaméthasone dont  l e  groupement méthyl 

s u l f o n a t e  r é a g i t  avec l e s  t h i o l s  (Simons e t  a l . ,  1982) .d1une p a r t  

e t  de  r é a c t i f s  de t h i o l s  t e l s  que l e s  N-alkyl maléimides (Kalimi e t  a l . ,  

1980 ; Fomstecher  e t  a l . ,  1984) e t  l e s  mercu r i e l s  comme l e  para- 

chloromercuribenzoate  (Banerj i e t  a l . ,  1981 ) . Cependant, il e s t  

impossible  d e  d i r e  p a r  c e t t e  méthode s i  l e  groupement t h i o l  est 

l o c a l i s é  p r è s  du s i t e  a c t i f  de l i a i s o n  de l 'hormone ou en t o u t  a u t r e  

p o i n t  de  l a  molécule dont  l a  mod i f i ca t i on  e n t r a î n e r a i t  l a  p e r t e  de 

l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n .  

En conc lus ion  nous d i r o n s  que l ' emp lo i  d ' agents  réduc teurs  

s t a b i l i s e  for tement  l e  récepteur  non l i é .  L'emploi s imul tané  dans l e  

tampon d ' agen t s  r éduc t eu r s  ( P - m e r ~ a ~ t o é t h a n o l  ou d i t h i o t h r é i t o l )  e t  

du molybdate p rodu i t  un remarquable ef £ e t  synergique s u r  l a  s t a b i l i -  

s a t i o n  du r écep teu r  l i b r e  ou du r écep teu r  l i é  (Sando e t  a l . ,  1979 ; 

Hubbard e t  Kalimi,  1982). 

2.4 - I n h i b i t e u r s  de p ro t éa se s  --------------- -------- 

Comme nous l ' avons  d i t  l o r s  de l a  p r é sen t a t i on ,  l e  

r écep teu r  est une p r o t é i n e  parce  q u ' i l  perd l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  

l o r s q u ' i l  e s t  soumis à l ' a c t i o n  d e  p ro t éa se s .  Les e f f e t s  des  

i n h i b i t e u r s  de  p r o t é a s e s  on t  en f a i t  é t é  peu é t u d i é s .  Nous pouvons 

d i r e  que c e r t a i n s  de c e s  i n h i b i t e u r s  montrent paradoxalement une c h u t e  

de  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  du s t é r o î d e  au r écep teu r .  C ' e s t  l e  c a s  du 

TPCK e t  du TLCK, deux i n h i b i t e u r s  de  p ro t éa se s  à s é r i n e  (Hubbard e t  a l . ,  

1984). L 'ad jonc t ion  de réduc teurs  d e  t h i o l s  dans l e  tampon empêche 

l ' a c t i o n  du TPCK e t  du TLCK (Schmidt e t  a l . ,  1976 ; Hubbard e t  a l . ,  1984) 

Le PMSF, pa r  c o n t r e ,  n ' a  aucune a c t i o n  su r  l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n .  Un 

i n h i b i t e u r  de p ro t éa se s  à c y s t é i n e ,  E-64, empêche l ' a c t i v i t é  de 



l i a i s o n ,  en présence ou en l ' absence  de réducteurs  d e  t h i o l s .  L ' a c t i o n  

marginale  de c e s  i n h i b i t e u r s  p o u r r a i t  en f a i t  s e r v i r  à l a  ca rac t é -  

r i s a t i o n  d'un t h i o l  e s s e n t i e l  à l ' i n t e r a c t i o n  récepteur -s té ro ïde .  

Danç l e  cas  du r écep teu r  l i é  à l'hormone, deux au teu r s  

(Sherman e t  a l . ,  1978 ; Chang e t  a l . ,  1983) montrent que l a  

l eupep t ine  p rév ien t  l a  dégradat ion du complexe cy toso l ique  en des  formes 

p lus  p e t i t e s .  Une l i t t é r a t u r e  p lus  abondante d é c r i t  l e s  e f f e t s  des  

i n h i b i t e u r s  de  phosphatases t e l s  que l e  molybdate, l e  f l u o r u r e  de  

sodium, l e  lévamisole .  Seul l e  molybdate empêche eff icacement  

l ' i n a c t i v a t i o n  du récepteur  non l i é  (Nielsen e t  a l . ,  1977a). Ces 

i n h i b i t e u r s  (molybdate, t u n g s t a t e  ou vanadate)  sont  en f a i t  p l u t ô t  

u t i l i s é s  pour empêcher l a  t ransformat ion  du complexe H-R en l a  forme 

l i a n t  l e  DNA (Barne t t  e t  a l . ,  1980 ; Nielsen  e t  a l . ,  1 9 7 7 ~ ) .  

2.5 - -- E m ~ l o i  des ~ h o s ~ h a t a s e s  --- ------- 

L ' a c t i o n  de l a  phosphatase a l c a l i n e  s e  s i t u e  à deux niveaux.  

E l l e  c o n v e r t i t  l e  récepteur  non l i é  en une forme incapable  de l i e r  l e  

s t é r o ï d e  (Nielsen e t  a l . ,  1 9 7 7 ~ ) .  Mais l a  ma jo r i t é  des  études,  f a i t e s  

s u r  l e  complexe R-H, montre que l a  phosphatase a l c a l i n e  t ransforme l e  

complexe en une e n t i t é  p lus  p e t i t e  capable  de s e  I i e r  au noyau (Nielsen 

e t  a l . ,  1977c ; Barnet t  e t  a l . ,  1980, Schmidt e t  a l . ,  1982). 



3) C a r a c t é r i s a t i o n  du s i t e  de  l i a i s o n  

Tous l e s  s t é r o ï d e s  ont  globalement l e  même s q u e l e t t e .  

C ' e s t  l a  n a t u r e  de s u b s t i t u t i o n  du s q u e l e t t e  du s t é r o ï d e  q u i  confère  

c e  que l ' o n  peut  appeler  l a  " s p é c i f i c i t é  d 'hôte"  du récepteur  pour 

l e  s t é r o ï d e  ( v o i r  f i g u r e  n o  9  ). Une s t r u c t u r e  plane,  l e s  cétones en 

C3 e t  C20 f a v o r i s e n t  l ' a f f i n i t é  (Lee e t  a l . ,  1977 ; Weeks e t  a l  1373 ; -* 9 

Wolff e t  a l . ,  1378, Rousseau e t  a l . ,  1972, Ba l l a rd  e t  a l  1975 ; -. 9 

Baxter  e t  a l . ,  1971). Les hydroxyles en Cl1 e t  C21 sont  n é c e s s a i r e s  

e t  impliquent au niveau du récepteur ,  l ' e x i s t e n c e  de  groupements 

accepteurs  d'hydrogène. De p lus ,  l ' hyd roxy le  en Cl 1 d o i t  ê t r e  en P 
pour a s s u r e r  une bonne a f f  i n i t é  (Kirkpat r ick  e t  a l . ,  1972 ; Toth e t  

Aranyi,  1983). L ' a f f i n i t é  d'un s t é r o ï d e  de synthèse par  r appor t  au 

c o r t i s o l  peut  ê t r e  améliorée par  l ' i n t r o d u c t i o n  d'une double l i a i s o n  

en Cl-C2 e t  d 'un atome de  f l u o r  en C9 ( c ' e s t  l e  c a s  de l a  dexamétha- 

sone e t  de l ' a c é t o n i d e  de  triarncinolone).  A p a r t i r  de l a  dexaméthasone, 

de  nombreux s u b s t i t u a n t s  dans l a  rég ion  17p ont  é t é  s y n t h é t i s é s .  

I l s  gardent  une bonne a f f i n i t é  pour l e  récepteur  e t  peuvent s e r v i r  

à l a  synthèse  du ge l  d ' a f f i n i t é  (Formstecher e t  a l . ,  1980 ; 

Lustenberger  e t  a l . ,  1981). Un a u t r e  s u b s t i t u a n t ,  l e  mésylate  de 

déxaméthasone a  l a  p a r t i c u l a r i t é  de f i x e r  covalen t ie l lement  l e  

r écep teu r  (Eisen e t  a l . ,  1981 ; Simons e t  a l . ,  1982). La r é a c t i v i t é  

du groupement méthyl-sulfonate  s u r  une fonc t ion  t h i o l  permet de  

supposer l ' e x i s t e n c e  d 'une cys t é ine ,  dans ou à proximité  du s i t e  de 

l i a i s o n .  

Toutes ces  é tudes  e f f ec tuées  à p a r t i r  de s t é r o ï d e s  de  

synthèse  au début  des années 1970 a v a i e n t  pour bu t ,  par  l e  moyen de 

l a  r e l a t i o n  s t r u c t u r e - a c t i v i t é  (SARI du s t é r o ï d e ,  d e  c a r a c t é r i s e r  

l e  s i t e  de l i a i s o n ,  l e  r écep teu r  n ' é t a n t  pas  encore p u r i f i é  à 

1 ' époque. 

La p u r i f i c a t i o n  du récepteur  a  rendu un peu caduque c e  genre 

d ' é t u d e s  c a r  e l l e  rend l ' app roche  d i r e c t e  poss ib l e .  C ' e s t  l a  r a i s o n  

pour l a q u e l l e  nous ne nous sommes pas étendu s u r  l a  na tu re  de  

s u b s t i t u t i o n  du s q u e l e t t e  du s t é r o ï d e .  



F i g u r e  no 9 : S t r u c t u r e  d e  l a  molécu le  de  c o r t i s o l .  

S t r u c t u r e  dans  l ' e s p a c e  e t  vue  p a r  r a p p o r t  

à un p l a n  é q u a t o r i a l .  



4 )  Transformation du récepteur  à g lucocor t i co ldes  

P r i n c i p e  de l a  t ransformat ion  

L ' a c q u i s i t i o n  pour l e  complexe hormone-récepteur de l a  

capac i t é  à l i e r  l e  DNA s u r  l e  noyau e s t  appelée t ransformation.  Cependant, 

s i  l e  s i g n i f i é  correspond à une r é a l i t é  i n  vivo e t  i n  v i t r o ,  l e  

s i g n i f i a n t ,  quant à l u i ,  e s t  s u j e t  à cont roverse ,  à l a  f o i s  dans sa  

te rminologie  e t  dans l a  p l ace  q u ' i l  occupe dans l e  mécanisme en deux 

é t apes  de  l ' a c t i o n  du s t é r o ï d e  s u r  l e  récepteur .  Pour c e r t a i n s  au t eu r s ,  

l ' a c t i v a t i o n  e t  l a  première é t ape  c o n s i s t e  en l ' a c q u i s i t i o n  pa r  l e  

récepteur  d e  l a  c a p a c i t é  de l i e r  l e  s t é r o ï d e ,  l a  seconde é t a p e  é t an t  l a  

t ransformation.  Pour d ' a u t r e s  au t eu r s ,  l ' a c t i v a t i o n  e s t  l ' a c q u i s i t i o n  

de  l a  c a p a c i t é  pour l e  complexe R-H d e  s e  l i e r  au DNA, a c t i v a t i o n  q u i  

correspond donc à l a  deuxième é t ape  du premier modèle d é c r i t ,  l a  seconde 

é tape ,  n o m é e  t r a n s l o c a t i o n ,  é t a n t  l e  passage pour l e  complexe H-R " ac t ivé"  

du cytoplasme au noyau. Dans c e  mémoire, nous nous r é f é re rons  au 

premier modèle. Il f a u t  néanmoins c o n s t a t e r  que l e s  t r o i s  é t a p e s  d é c r i t e s  

dans l e s  deux modèles p r é c i t é s  ont é t é  montrées i n  v i t r o  e t  i n  vivo. 

 existence du phénomène de t r a n s f e r t  au noyau des complexes modifiés a 

é t é  v i s u a l i s é e  par  des  techniques autoradiographiques qu i  montrent l e  

passage p rog res s i f  des  marqueurs r a d i o a c t i f s  du cytoplasme v e r s  l e  noyau 

(Govindan, 1980). La t ransformat ion  a é t é  d é c r i t e  i n  vivo e t  i n  c e l l o  

corme l ' a p p a r i t i o n ,  dans une première phase, d 'une e n t i t é  incapable  de 

l i e r  l e  DNA, e t ,  dans une seconde phase, par  l 'augmentation d 'une  e n t i t é  

capable  de  l i e r  l e  DNA e t  l a  d i s p a r i t i o n  s imultanée de l ' e n t i t é  non l i a n t e  

(F4arkovic e t  a l . ,  1980 ; Munck e t  a l . ,  1979 ; Surks e t  a l . ,  1984 ; 

Antakly e t  a l . ,  1984 ; Suec e t  a l . ,  1983). Cependant, l e  mode de  t r a n s p o r t  

du complexe H-R transformé, s i  l a  t ransformat ion  a l i e u  dans l e  cytoplasme 

ou non t ransformé s i  e l l e  s e  passe dans l e  noyau, à t r ave r s  l a  membrane 

n u c l é a i r e  r e s t e  inconnu à c e  jour ,  dans l 'hypothèse  d'un r écep teu r  

cytoplasmique. A l a  s u i t e  du passage dans l e  noyau, l e  complexe t ransformé 

s e  f i x e  à des  éléments n u c l é a i r e s  (Milgrom, 1981) provoquant a i n s i  l a  formation 

ou non d'Am messagers e t  par  vo ie  de conséquence, l 'augmentat ion ou l a  

diminution de synthèse des produi t s  de  t r a n s c r i p t i o n  du gène. 



Les méthodes d ' é tudes  de l a  t ransformat ion  ont  d 'abord 

é t é  u t i l i s é e s  dans des  systèmes a c e l l u l a i r e s  r econs t i t ués ,  t e l s  que 

l ' i n c u b a t i o n  de complexes s té ro ïde- récepteurs  cy tosol iques  avec des 

noyaux c e l l u l a i r e s  i s o l é s ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  incorporée dans l e  

noyau donnant l e  taux de t ransformat ion .  Un t e l  système n é c e s s i t e  

cependant de nombreuses précaut ions .  Il f a u t  v e i l l e r  à l ' absence  de complexes 

R - H endogènes dans l e  noyau, à l ' absence  de  l i a i s o n  non spéc i f ique  du ré- 

ep teur  à l a  f r a c t i o n  nuc léa i r e ,  à l a  récupéra t ion  q u a n t i t a t i v e  des complexes 

H-R dans l e  cy toso l  e t  l e s  noyaux à l a  f i n  d e  l ' i ncuba t ion ,  e t  f ina lement ,  
3 à une mesure p r é c i s e  du complexe R- [ HJ-H. D 'au t res  systèmes de mesure 

on t  é t é  u t i l i s é s  : des r é s i n e s  polyanioniques ou ca t ion iques .  Leur emploi 

e s t  très simple , ne  donne cependant pas t ou jou r s  des r é s u l t a t s  t r è s  

q u a n t i t a t i f s .  

Comme nous a l l o n s  l e  v o i r  par  l a  s u i t e ,  de  nombreux f a c t e u r s  

a g i s s e n t  s u r  l e  taux de t ransformat ion  du complexe H-R. L ' a c q u i s i t i o n  pa r  

l e  DNA d e  l a  c a p a c i t é  de l i e r  l e  DNA a  s u s c i t é  de nombreuses études.  

P l u s i e u r s  revues récentes  (G.G. Rousseau, 1984 ; T . J .  schmidt e t  G.  Litwack, 

1984 ; E. Milgrom, 1981) f o n t  l e  t o u r  de l a  ques t ion  e t  s e r v i r o n t  d e  

po in t  d e  r é f é rence  pour c e  q u i  va su iv re .  

4.1 - R-GC e t  f o r c e  ionique 
-----a------------ -- 

La t ransformat ion  du complexe H-R e s t  é t u d i é e  à 0°C dans 

un tampon hypoionique dont on augmente l a  f o r c e  ionique p a r  ad jonc t ion  de  

NaCl ou de  KC1 (Higgins e t  a l . ,  197&. La l i a i s o n  au DNA ou au noyau 

c e l l u l a i r e  i s o l é e  n ' e s t  rendue p o s s i b l e  que p a r  l a  d i l u t i o n  du cy toso l  

auquel on a  a j o u t é  du NaCl ou du RC1, ce  qu i  montre l a  d i f f i c u l t é  de  

d i f f é r e n c i e r  l ' é t a p e  de  t ransformat ion  de l a  f i x a t i o n  au noyau. C e t t e  

technique n é c e s s i t a n t  une é tape  de  d i l u t i o n  e s t  finalement peu u t i l i s é e  

pour l a  t ransformat ion  du r écep teu r  à g l u c o c o r t i c o ~ d e s  b i en  que l a  t r a n s f o r -  

mation pu i s se  ê t r e  f o r c e  ionique dépendante i n  v i t r o  ( B a i l l y  e t  a l . ,  1978). 

Des é tudes  p a r a l l è l e s  menées avec des f o r c e s  ioniques 

c r o i s s a n t e s  s u r  un cy tosol  contenant  du molybdate ont montré que l e  complexe 

hormone-récepteur pouvai t  v o i r  son c o e f f i c i e n t  de  sédimentation pas se r  de 

8-10s à 4,6-5 S (Weatherhill  e t  a l . ,  1982 ; Vedeckis, 1981, Vedeckis, 1383). 

Ce t t e  forme in t e rméd ia i r e  d é c r i t e  s e r a i t  capable  de l i e r  l e  DNA. Pour tan t  



l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  à g lucocor t i co ides  en f o r t e  f o r c e  ionique 

e t  en présence de  molybdate ne modif ie  pas son c o e f f i c i e n t  de  

sédimentat ion (Lustenberger e t  a l . ,  1981 ; Idz iorek  e t  a l . ,  1985). 

4 .2  - R-GC e t  a c t i o n  de l a  t e m ~ é r a t u r e  ........................ ------- 
La température a  deux e f f e t s  s u r  l a  t ransformation.  Son 

é l éva t ion  diminue l e  temps d ' ob ten t ion  du p l a t eau  de t ransformation,  

p l a t eau  qu i  e s t  l e  même q u e l l e  que s o i t  l a  température,  e t  augmente 

l a  p e r t e  du m a t é r i e l  t ransformé après  obten t ion  du p la teau  (Higgins e t  a l . ,  

1373). C e t t e  diminut ion de l a  l i a i s o n  au DNA du complexe H-R que l ' o n  

a u r a i t  pu a t t r i b u e r  à une augmentation d e  l a  v i t e s s e  de d i s s o c i a t i o n  

du s t é r o ï d e  e t  du r écep teu r  sous l ' e f f e t  de l a  température a  é t é  

i n t e r p r é t é e  p a r  Milgrom,(l981) comme un é t a t  de désac t iva t ion ,  c ' e s t -  

à-dire  un changement de conformation d e  l a  p r o t é i n e  q u i  empêche l a  

l i a i s o n  au noyau. 

Le r écep teu r  cy tosol ique  e s t  pratiquement tou jours  obtenu 

dans un tampon de f a i b l e  f o r c e  ionique,  que ce  s o i t  en tampon T r i s ,  

TES ou HEPES. Ces condi t ions ,  é lo ignées  de l ' é t a t  physiologique,  

n é c e s s i t e n t  l e  maint ien à 0°C du récepteur ,  e t  ce ,  à p a r t i r  de  l a  

mort de l ' an ima l ,  pour a s s u r e r  s a  s t a b i l i t é .  Il  s u f f i t  a l o r s  d'aug- 

menter l a  température à 20-25OC pendant 30 minutes (condi t ions  op t i -  

males pour o b t e n i r  l a  t ransformat ion  du récepteur  préalablement 

incubé avec l'hormone (Milgrom e t  a l . ,  1373 ; B a i l l y  e t  a l . ,  1978).  

Comme nous l ' avons  vu ~récédemment,  l 'augmentat ion de température du 

récepteur  cy toso l ique  non l i é  à l 'hormone f a i t  c h u t e r  brutalement  l a  

c a p a c i t é  de l i a i s o n  du r écep teu r  au s t é r o ï d e  (Blanchardie e t  a l . ,  1983). 

D'autres  a u t e u r s  u t i l i s e n t  en complément l a  fo rce  ionique (0,15 M 

NaCl) pour o b t e n i r  l a  t ransformat ion  (Simons e t  a l . ,  1976). Néanmoins, 

l 'augmentat ion d e  l a  température,  u t i l i s é e  s eu le ,  r e s t e  l a  méthode 

l a  plus  employée pour l a  t ransformation du complexe H-R dans l e  b u t  

d 'une  étude u l t é r i e u r e .  

RGC e t  échange d ' i ons  4.3 - ------------ -------- 
L ' a c q u i s i t i o n  par  l e  complexe H-R transformé de l a  capa- I 

c i t é  de l i e r  des  s i t e s  accepteurs  n u c l é a i r e s  de noyaux i s o l é s  a 



conduit  l a  communauté s c i e n t i f i q u e  à penser que l a  t ransformation 

é t a i t  un processus  b io logique  qu i  exposa i t  des  régions posi t ivement  

chargées à l a  su r f ace  de l a  molécule (Schmidt e t  a l . ,  1982). C e t t e  - 
hypothèse f u t  rapidement v é r i f i é e  l o r s  de l ' u t i l i s a t i o n  de colonnes 

de  polyanions n a t u r e l s  ou synthé t iques ,  t e l s  que l a  DNA-cellulose, 

l a  phosphocel lulose,  1'ATP-Sépharose, l e  carboxyrnéthyl-Sephadex 

(Milgrom e t  al . ,  1973 ; Schmidt e t  a l . ,  1982 ; Mainwaring e t  a l . ,  1973 ; 

Cake e t  a l . ,  1976, Andreasen, 1982, Simons, 1977 ; LeFevre e t  a l . ,  

1979, Kalimi e t  a l . ,  1975 ; M i l l e r  e t  a l . ,  1978). La t ransformation 

e n t r a î n e  une augmentation d ' a f f i n i t é  pour c e  type  de colonne, mais 

une étude comparative avec des noyaux i s o l é s ,  montre, que d'une 

manière géné ra l e ,  l a  phosphocel lulose r e t i e n t  moins b i e n  l e  récepteur  

l i é  e t  t ransformé que l a  DNA-cellulose, e t  c e t t e  d e r n i è r e  moins b i en  

que l e s  noyaux i s o l é s  (Lefevre e t  a l . ,  1979 ; Atger e t  a l . ,  1976). 

D'un a u t r e  c ô t é ,  des r é s i n e s  polyca t ioniques  ont  également 

é t é  u t i l i s é e s  pour s é p a r e r  l e s  deux formes du complexe H-R. Ce sont  
1 

en p a r t i c u l i e r  l a  DEAE-cellulose e t  l a  DEAE-Sephadex (Milgrom e t  a l . ,  

1973 ; Beato e t  a l . ,  1972 ; Litwack e t  a l . ,  1975). La forme t r ans -  

formée moins a c i d e  que l a  forme non t ransformée pu i squ ' e l l e  p ré sen te  

p l u s  de  charges  p o s i t i v e s  à l a  su r f ace ,  n é c e s s i t e  une f o r c e  ion ique  

p l u s  f a i b l e  pour ê t r e  é luée .  Il e s t  donc a i n s i  poss ib l e  de v i s u a l i s e r  

p a r  chromatographie s u r  DEAE-cellulose 1.a t ransformat ion  au cours  

du temps sous l ' a c t i o n  de  l a  température du complexe hormone-récepteur 

(Munck e t  a l . ,  1980). 

4.4 - Existence de f a c t e u r s  de t ransformat ion  ....................................... 

Comme nous l ' avons  vu précédemment, l a  f o r c e  ionique e t  

l a  température jouent un r ô l e  prépondérant dans l e  processus d e  

t ransformat ion  " in v i t r o " .  L '  é l é v a t i o n  du pH e s t  également employée 

mais c ' e s t  une technique moins u t i l i s é e .  Pour B a i l l y  e t  a l .  ( 1  978),  

l a  t ransformat ion  par  l e  pH e s t  s u i v i e  d'un changement de l ' é q u i l i b r e  

e n t r e  deux formes de récepteurs ,  l e s  complexes transformés e t  non 

t ransformés.  Mais c e t t e  hypothèse a é t é  récemment c o n t r e d i t e  pa r  

Bodine e t  a l .  (1984) pour qu i  l a  t ransformat ion  i n d u i t e  par  l e  pH 

e s t  un phénomène i r r é v e r s i b l e .  



A c e s  f a c t e u r s  de t ransformat ion  a u s s i  peu physiologiques 

que poss ib l e ,  b ien  que largement employés, l e s  au t eu r s  o n t  voulu 

répondre p a r  l a  recherche de mécanismes beaucoup plus  f i n s  e t  par  

l a  même p l u s  physiologiques,  même s i  pour c e r t a i n s  d ' e n t r e  eux, 

encore au jourd 'hu i ,  l ' e x i s t e n c e  r e s t e  à démontrer. Ce s o n t  l e s  fac- 

t e u r s  de c e s  mécanismes que nous nous proposons d'évoquer dans l e s  

paragraphes q u i  vont su iv re .  

4.4.1 - T K o l  u a  enLi& à l a  ~thab%5 dokma;tion 

Après l ' e x i s t e n c e  d'un t h i o l  e s s e n t i e l  à l a  l i a i s o n  de 

l'hormone au r écep teu r ,  l ' e x i s t e n c e  d'un second t h i o l ,  néces sa i r e ,  

l u i ,  à l a  t ransformat ion ,  sembla i t  communément admise, sans  qu'aucune 

preuve d i r e c t e  ne p u i s s e  ê t r e  appor tée .  Kalimi e t  Love (1380) ont 

examiné les e f f e t s  des  r é a c t i f s  des  t h i o l s  s u r  l a  t ransformat ion  du 

complexe hépat ique .  Le récepteur  l i é  non t ransformé,  t r a i t é  avec 

l a  N-éthyl-maléimide ou l ' iodoacétamide ne  montre pas d'augmentation 

de  l i a i s o n  au noyau a p r è s  chauffage à 25OC. D ' au t r e  p a r t ,  c e s  
3 

complexes r écep teu r s  HI dexaméthasone, chauffés  à 25OC, p u i s  

t r a i t é s  pa r  l e s  r é a c t i f s  des t h i o l s ,  montrent une a c t i v i t é  de  

l i a i s o n  au noyau s i m i l a i r e  à c e l l e  obtenue avec du cy toso l  t r ans -  

formé. Ces r é s u l t a t s  suggèrent que l e s  r é a c t i f s  des t h i o l s  a g i s s e n t  

s u r  l e  complexe H-R non transformé en bloquant  c e t t e  t ransformat ion ,  

e t  par  v o i e  de conséquence, l a  l i a i s o n  au noyau. Le t r a i t emen t  à 

l a  N-éthylmaléimide ne  change pas l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  du complexe 

H-R s u r  colonne de g e l  f i l t r a t i o n  par  r appor t  à un cy toso l  non 

t r a i t é .  Donc, l a  N-éthylmaléimide (NEM) ne bloque pas l a  t r a n s f o r -  

mation par  l a  f ragmentat ion du r écep teu r  lui-même. Pour t an t ,  c e t t e  

i m p o s s i b i l i t é  de  t ransformation du complexe t r a i t é  à l a  NEM r e s t e  

d i f f i c i l e  à i n t e r p r é t e r  e t  mène à deux hypothèses.  Dans l a  première,  

un groupement su l fhydry le  e s t  directement  impliqué dans l a  t r ans fo r -  

mation, e t ,  dans ce  c a s ,  l a  l i a i s o n  de l a  NEM ou de l ' iodoacé tamide  

s u r  c e  groupement provoque un changement conformationnel t e l  q u ' i l  

ne pu i s se  p lus  y a v o i r  de t ransformat ion  ; dans l a  seconde, ce s  

r é a c t i f s  des  t h i o l s  on t  une a c t i o n  s u r  une a u t r e  p ro t é ine  cy toso l ique ,  



e s s e n t i e l l e  e l l e ,  à l a  t ransformat ion  du complexe H-R. 

Beaucoup p lus  récemment, Bodwell e t  a l .  (1984) ont  f r a n c h i  

un pas d é c i s i f  dans l ' é l u c i d a t i o n  du mécanisme. En employant deux 

g e l s  d ' a f f i n i t é  d i f f é r e n t s  comportant des  groupements d i s u l f u r e ,  

i l s  on t  pu m e t t r e  en évidence que s i  l ' u n  des g e l s  l i a i t  à l a  f o i s  

l e  complexe t ransformé e t  l e  non t ransformé,  l ' a u t r e ,  quant à l u i ,  ne 

l i a i t  que l e  r écep teu r  l i é  transformé. Ceci  semble montrer qu'en 

dehors des groupements t h i o l s  communs à l a  su r f ace  des complexes 

t ransformés e t  non t ransformés,  il e x i s t e  un groupement su l fhydry le  

p l a c é  dans un environnement ionique ou molécula i re  t e l  q u ' i l  ne 

p u i s s e  ê t r e  l i é  que par  l e  deuxième g e l  d ' a f f i n i t é ,  c e  qu i  p l a i d e  

en faveur  de l ' e x i s t e n c e  d 'un groupement t h i o l ,  u t i l e  ou n é c e s s a i r e ,  

à l a  t ransformat ion  ou à l a  l i a i s o n  du DNA puisque l e  DNA so lub le  

i n h i b e  à l a  f o i s  l a  l i a i s o n  du récepteur  à glucocor t ico?des  t ransformé 

au DNA-cellulose e t  au deuxième g e l  d ' a f f i n i t é .  

4.4.2 - Ac t i on  du phosphate de p y i U d o x d  > 

Le phosphate de pyridoxal  e s t  u t i l i s é  comme r é a c t i f  

des  groupements NH l i b r e s  pouvant former des bases  de  Sch i f f .  I n  v i t r o ,  2 
c e t t e  vi tamine a deux a c t i o n s  c o n t r a d i c t o i r e s  s u r  l e  récepteur  à 

g lucocor t i co ldes  cy tosol ique .  E l l e  augmente d'une p a r t  l e  taux d e  

ransformation du complexe H-R, l e  pyridoxal  ou l a  pyridoxamine 

u t i l i s é s  corne témoin, n ' a g i s s e n t  pas s u r  l e  taux d e  t ransformat ion ,  

e t ,  e l l e  empêche d ' a u t r e  p a r t  l a  l i a i s o n  du complexe R-H t ransformé 

avec l e  noyau e t  l a  DNA-cellulose (Cake e t  a l . ,  1977 ; Cidlowski e t  - 
a l . ,  1979 ; Cake e t  a l . ,  1978 ; Sekula e t  a l . ,  1982 ; Simons, 1979). - 
Le phosphate de pyridoxal  peut  donc ê t r e  u t i l i s é  comme é luan t  non 

s p é c i f i q u e  du r écep teu r  s u r  une colonne d e  DNA-cellulose (Westphal e t  - 
a l . ,  1981). - 

4.4 .3  - ATP ei aya;tème phoapho-déphoapho 

L 'ac t ion  de 1'ATP e t  d ' a u t r e s  phosphoester (AMP, a ou 

6-glycérophosphate) ou de l a  phosphatase a l c a l i n e  de veau lo r squ '  

e l l e  n ' e s t  pas i nh ibée  par  l ' i o n  a r s é n i a t e  ou l e  lévamisole  f a v o r i s e n t  

l a  t ransformat ion  (John e t  a l . ,  1979 ; Barne t t  e t  a l . ,  1980). D'un 

a u t r e  c ô t é ,  des  composés qu i  empêchent l ' i n a c t i v a t i o n  (molybdate, 

t u n g s t a t e )  bloquent  l a  t ransformation.  De t e l l e s  observa t ions  donnent 



à penser que d e  t e l s  mécanismes a g i s s e n t  par  des  vo ie s  biochimiques 

s i m i l a i r e s ,  phosphorylat ion ou déphosphorylat ion,  dans l e  c a s  de  l a  

t ransformat ion  s o i t  du récepteur  lui-même, s o i t  d 'un composé r é g u l a t e u r  

non déterminé, puisque t o u t e s  l e s  é tudes  ont  é t é  f a i t e s  avec un 

récepteur  non p u r i f i é .  

++ + + + + 
Les c a t i o n s  d i v a l e n t s  t e l s  que Mg , Mn , Ca on t  un 

++ ++ 
r ô l e  qui  r e s t e  à d é f i n i r .  Mg e t  Mn inhibent  l a  l i a i s o n  HR-DNA 

sans  a f f e c t e r  l e  taux de  t ransformat ion  (Milgrom e t  a l . ,  1973, 1976). 

P a r  cont re  l e  calcium inh ibe  l a  t ransformat ion  e t  pas l a  l i a i s o n  au 

DNA pour ce s  a u t e u r s  (Milgrom e t  a l . ,  1973, 1976 ; Aranyi e t  a l . ,  1980) 

e t  a  l ' a c t i o n  c o n t r a i r e  pour Kalimi e t  a l .  (1975) à une concen t r a t ion  

Il e s t  m i s  en évidence pa r  l a  d i l u t i o n ,  l a  

g e l  f i l t r a t i o n ,  l a  d i a l y s e ,  q u i  par  s imple abaissement de s a  concen- 

t r a t i o n  e n t r a î n e n t  une augmentation d e  l a  t ransformation ( B a i l l y  

e t  a l . ,  1977 ; B a i l l y  e t  a l . ,  1978;Cake e t  a l . ,  1976 ; Goidl e t  a l . ,  

1977 ; Sato e t  a l . ,  1980). 

Cet i n h i b i t e u r  de p e t i t  poids molécula i re  e s t  thermostable  

à 100°C pendant 15 min., e t  son poids molécula i re  s e r a i t  i n f é r i e u r  à 

500 da l tons  ( B a i l l y  e t  a l . ,  1977 ; Sakaue e t  a l . ,  1977). D ' au t r e s  - 
i n h i b i t e u r s  d e  p e t i t s  poids molécula i res  ont  pu ê t r e  mis en évidence e t  

s e r a i e n t  impliqués dans l a  s t a b i l i s a t i o n  de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  

(Sa to  e t  a l . ,  1980). 

P lus  récemment, Ba rne t t  e t  a l .  (1983) o n t  - 
d é c r i t  un i n h i b i t e u r  de c e  type, thermosensible  (pa r t i e l l emen t  

i n a c t i v é  à 45°C e t  totalement  à 30°C), e t  d'un poids molécula i re  

supér ieur  à 10 000-14 000. Il a  é t é  p u r i f i é  une v ing ta ine  de f o i s .  



A pH phys io log ique ,  c e t  i n h i b i t e u r  e s t  c h a r g é  négat ivement .  Aujourd' 

h u i ,  n i  son  mécanisme d ' a c t i o n ,  n i  sa n a t u r e  m o l é c u l a i r e  n e  son t  

connus. Cependant,  B a r n e t t  e t  a l . ,  en  r e g a r d  d e s  r é s u l t a t s  obtenus ,  

pensen t  que c e t  i n h i b i t e u r  e s t  u n  p o l y p e p t i d e .  

P o l y p e p t i d i q u e  également,  l ' i n h i b i t e u r  d é c r i t  p a r  

Grippo e t  a l .  (1983),  e t  macromolécula i re ,  c e t  i n h i b i t e u r ,  thermo- 

s t a b l e ,  a v a i t  d é j à  é t é  i d e n t i f i é  comme prevenan t  l ' i n a c t i v a t i o n  

du r é c e p t e u r .  Ce f a c t e u r ,  i n h i b a n t  l a  t r a n s f o r m a t i o n  e s t  l a  

t h i o r e d o x i n e  (Grippo e t  a l . ,  1985). 

4 . 5  - Conclus ion  ---------- 

L e  c h a p i t r e  s u r  l a  t r a n s f o r m a t i o n  montre de  m a n i è r e  

é v i d e n t e ,  s a u f  p e u t - ê t r e  pour  l e s  deux i n h i b i t e u r s  de  b a s  e t  de  h a u t  

p o i d s  m o l é c u l a i r e ,  d o n t  l ' e x i s t e n c e  d e v r a i t  ê t r e  main tenan t  i n c o n t e s t é e ,  

que c e  mécanisme q u i  permet l a  l i a i s o n  du complexe H-R au DNA 

est t r è s  complexe, e t  que t o u t e s  l e s  e x p é r i e n c e s  q u i  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

j u s q u ' à  dans  d e s  c o n d i t i o n s  non phys io log iques ,  n e  p e r m e t t e n t  

pas  d ' abonder  dans un s e n s  ou dans  l ' a u t r e .  

Qqoi q u ' i l  en  s o i t ,  l ' a p t i t u d e  du r é c e p t e u r  à a c q u é r i r  

une  a f f i n i t é  pour  l e  DNA, pour a u t a n t  q u ' e l l e  a i t  é t é  mont rée  i n  

v i t r o ,  a  une  s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e .  En e f f e t ,  des  e x p é r i e n c e s  de  

mic roscop ie  p a r  immunofluorescence d e  c e l l u l e s  i n t a c t e s  mont ren t  que 

l e  r é c e p t e u r  complexé p a r  un a n t i c o r p s  p e u t  p a s s e r  du cy top lasme 

au noyau l o r s q u ' i l  e s t  l i é  à l 'hormone g l u c o c o r t i c o ~ d e  (Govindan, 1980).  

La t r a n s f o r m a t i o n  d e s  complexes H-R dans  d e s  c e l l u l e s  c i b l e s  i n t a c t e s  

( c e l l u l e s  d e  thymus ou c e l l u l e s  tumora les  d e  p i t u i t e  d e  s o u r i s )  

dans  des  c o n d i t i o n s  phys io log iques  o n t  également é t é  mont rées  (Miyabe 

e t  a l . ,  1983 ; Munck e t  a l . ,  1979).  Récemment des  a u t e u r s  o n t  d é c r i t  

l a  t r a n s l o c a t i o n  a p p a r e n t e  du cytoplasme v e r s  l e  noyau du r é c e p t e u r  

d e s  androgènes  du f o i e  d e  l a p i n  i n  v i v o  ( S h e e t s  e t  a l . ,  1985) .  

La t r a n s f o r m a t i o n ,  don t  l e  s u j e t  é t a i t  en p e r t e  d e  v i t e s s e ,  

v i e n t  d e  r e p r e n d r e  un brusque r e g a i n  d ' i n t é r ê t  p a r  l a  mise  en  

év idence  r é c e n t e  d ' u n e  c a p a c i t é  d e  t r a n s f o r m a t i o n  d 'un complexe r é c e p t e u r  



an tagon i s t e  d 'une p a r t  e t  du complexe récepteur -agonis te  ~ u r i f i é  

d ' a u t r e  p a r t .  Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e  RU 486, un puissant  

an t agon i s t e  des  glucocort icoEdes,  montrent que ce  type  de complexe 

peut  ê t r e  t ransformé par  l a  cha l eu r  sous une forme moins s t a b l e  

que l e  r écep teu r  a g o n i s t e ,  q u ' i l  passe de  manière anormale dans l e  

noyau e t  q u ' i l  a  une c a p a c i t é  de  reconnaissance r é d u i t e  de son s i t e  

d e  l i a i s o n  au niveau du DNA p r o v i r a l  du MMTV (Moquilevsky e t  a l . ,  

1984 ; Bourgeois e t  a l . ,  1984). Le r écep teu r  p u r i f i é ,  dont on pouvai t  

c r a i n d r e  1' i n s t a b i l i t é  peut  également s u b i r  l a  t ransformat ion  avec 

un rendement accep tab le  sans ad jonct ion  de  f a c t e u r s  e x t é r i e u r s  pour 

Govindan e t  a l .  (1984) e t  Idz io rek  e t  a l .  ("198511), contrairement  

à Grandics e t  a l .  (1984) pour q u i  e s t  n é c e s s a i r e  l ' a d j o n c t i o n  d 'un 

f a c t e u r  cy tosol ique .  

L ' i n t é r ê t  d ' avo i r  un récepteur  hautement p u r i f i é  sous forme 

non transformée e t  ayant  gardé l a  capac i t é  de s e  t ransformer,  c ' e s t  

de pouvoir  con t inue r  à a f f i n e r  l e  mécanisme de l a  t ransformation,  

s o i t  en p u r i f i a n t  l e  récepteur  non transformé l i é  à un agon i s t e  ou à 

un an tagon i s t e ,  s o i t  en a j o u t a n t  au t an t  de  f a c t e u r s  de  t ransformat ion  

q u ' i l  e s t  poss ib l e ,  c e  qui  é v i t e  par  c e t t e  technique, l e s  d i f f i c u l t é s  

d ' i n t e r p r é t a t i o n  i n d i s s o c i a b l e s  des travaux e f f ec tués  s u r  un 

r écep teu r  cy tosol ique .  

5) L i a i s o n  au DNA 

a )  S i t e  de l i a i s o n  du r écep teu r  au DNA 

La n a t u r e  p r é c i s e  du s i t e  de l i a i s o n  du r écep teu r  au DNA, 

r é s u l t a n t  de l ' é t a p e  de  l a  t ransformation,  n ' e s t  pas encore b ien  

comprise. L'emploi de r é a c t i f s  spéc i f iques  d e  c e r t a i n s  ac ides  aminés 

peut donner une i d é e  de  l 'environnement chimique du s i t e  de l i a i s o n  

du r écep teu r  au DNA (Schmidt e t  a l . ,  1982). 

La 1,2-cyclohexanedione, spéc i f ique  des r é s idus  d ' a r g i n i n e ,  

i nh ibe  l a  l i a i s o n  du complexe transformé au DNA-cellulose, e t  c e c i ,  

sans a f f e c t e r  l a  l i a i s o n  s té ro ïde- récepteur  (Disorbo e t  a1.,1980 1. 
L'anhydride éthoxyf ormique e t  l e  ro se  bengale  qu i  modi f ien t  

sé lec t ivement  l e s  r é s i d u s  d ' h i s t i d i n e  empêchent l a  l i a i s o n  au DNA mais 



par  con t r e ,  f o n t  légèrement chu te r  1 ' a f f i n i t é  de l i a i s o n  du s t é r o ï d e  

au récepteur  (Disorbo e t  a l . ,  1981 1. 

Le phosphate de  pyridoxal  q u i  forme une base  de Sch i f f  avec 

l e s  E-NH des r é s i d u s  de l y s i n e  a  l e  même e f f e t  que l e s  r é a c t i f s  2 
précédents  s u r  l a  l i a i s o n  au DNA (Cake e t  a l . ,  1978 ; Sekula e t  a l . ,  

1982). 

P r i s  co l lec t ivement ,  ces  r é s u l t a t s  tendent  à montrer que 

l ' a c t i o n  de l a  t ransformat ion  du complexe R-H hépa t ique  r é s i d e  dans 

l ' e x p o s i t i o n  des  r é s idus  d 'ac ides  aminés basiques,  t e l s  que ceux 

nommés p récédemen t ,  à l a  su r f ace  de l a  molécule. Ces r é s u l t a t s  sont  

confirmés par  l ' a c q u i s i t i o n  de l a  l i a i s o n  au DNA, d 'une p a r t ,  e t  

l a  p e r t e  d ' a f f i n i t é  avec l a  DEAE-cellulose, d ' a u t r e  p a r t ,  pour l e  

complexe hormone-récepteur. 

Plus récemment, Schmidt e t  a l .  (1 9821, o n t  montré que 

1 ' u t i l i s a t i o n  de  l a  1,10 phénanthrol ine,  un c h é l a t e u r  de métal  

provoquait  une i n t e r a c t i o n  de ce  r é a c t i f  avec l e  r écep teu r  t ransformé 

q u i  b loqua i t  l a  l i a i s o n  à l a  DNA-cellulose. Cet e f f e t  i n h i b i t e u r  n ' e s t  

pas modif ié  par  l a  ge l  f i l t r a t i o n  e t  suggère une a c t i o n  s u r  l e  

r écep teu r  lui-même. Le r écep teu r  à g l u c o c o r t i c o ~ d e s  p o u r r a i t  donc 
A e t r e  une méta l lopro té ine ,  dont l ' i o n  mé ta l l i que ,  l o c a l i s é  dans 

ou à c ô t é  du s i t e  de l i a i s o n  au DNA, s e r a i t  exposé l o r s  de l a  

t ransformation.  De p lus ,  l a  f a c u l t é  de l a  1,10 phénanthrol ine à 
++ 

i n h i b e r  l a  DNA-polymérase, un enzyme contenant  du Zn , l a i s s e  à 

penser  que l e  complexe récepteur-hormone glucocort icoZde t ransformé,  

a u t r e  ~ r o t é i n e  l i a n t  l e  DNA, p o u r r a i t  c o n t e n i r  du z i n c  l i é .  

b) S i t e  de l i a i s o n  du DNA au récepteur  

La n a t u r e  ou l a  succession des bases  l i a n t  l e  r écep teu r  

pour l ' i n d u c t i o n  du codage des gènes de  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  p a r t i -  

c u l i è r e s  ( l a  tyrosine-amino-transférase p a r  exemple), n ' e s t  pas  

connue ac tue l lement ,  ces  gènes n ' é t a n t  pas  encore n i  i s o l é s ,  n i  

ampl i f i é s .  Par c o n t r e ,  une séquence r é p é t i t i v e  de DNA d'un v i r u s  

tumoral de  l a  g lande  mammaire de s o u r i s  appelé  LTR  on^ Terminal 

r e p e a t ) ,  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  des g lucocor t icofdes ,  a  pu ê t r e  i s o l é e  

e t  ampl i f iée .  Le f a i t  que l a  séquence responsable  de  l a  l i a i s o n  avec 

l e  r écep teu r  n ' a i t  pu ê t r e  mise en évidence qu'avec du r écep teu r  

hautement p u r i f i é  nous a  amené à aborder  c e t t e  ques t ion  dans l e  

c h a p i t r e  de  l a  p u r i f i c a t i o n .  



L'hormone elle-même p o u r r a i t  a v o i r  une a c t i o n  s u r  l a  

l i a i s o n  du r é c e p t e u r  au DNA en  s ' i n t e r c a l a n t  e n t r e  d i f f é r e n t e s  p a i r e s  

d e  b a s e s  ( S l u y s e r ,  1983) ( v o i r  f i g u r e  n o  10 ). 

6 )  RGC : t a i l l e  m o l é c u l a i r e  e t  p r o t é o l y s e  l i m i t é e  

Les r é c e p t e u r s  s t é r o ï d i e n s ,  q u i  s o n t  i n d i s p e n s a b l e s  à 

l ' a c t i o n  de  l 'hormone, a p p a r a i s s e n t  a u j o u r d ' h u i  comme u n  e x c e l l e n t  

modèle d ' é t u d e  d e  l ' e x p r e s s i o n  g é n i q u e  chez les e u c a r y o t e s  

(Chambon e t  a l . ,  1984a, 1984b ; Beato e t  a l . ,  1985).  P o u r t a n t  s i  

l ' o n  commence à a v o i r  une bonne vue  d 'ensemble du mode d ' a c t i o n  d e s  

r é c e p t e u r s  s t é r o f d i e n s ,  de  nombreux p o i n t s  demeurent e n c o r e  o b s c u r s  

quan t  à l a  d e s c r i p t i o n , à  l a  f o i s  d e s  d i f f é r e n t s  domaines f o n c t i o n n e l s  

du r é c e p t e u r  s t é r o ï d i e n ,  e t  du mécanisme q u i  permet au complexe 

hormone-récepteur d ' a c q u é r i r  une c a p a c i t é  d e  l i e r  l e  DNA. 

Dans c e  b u t ,  l ' e m p l o i  d e  p r o t é a s e s  exogènes p e u t  a p p o r t e r  

de  bonnes preuves  d e  l a  s t r u c t u r e  o r g a n i s é e  en  "domaines" du 

r é c e p t e u r  e t  de  l a  f o n c t i o n  des  d i f f é r e n t s  p e p t i d e s  o b t e n u s .  Notons 

dès  main tenan t  l ' o b l i g a t i o n  d e  t e n i r  compte du r ô l e  d e s  p r o t é a s e s  

endogènes l o r s  d e  l ' é t u d e  de  l ' a s p e c t   hén no typique que peuvent 

p r é s e n t e r  c e r t a i n s  v a r i a n t s  de  r é c e p t e u r s  (Yamamoto e t  a l . ,  1974 ; 

Yamamoto e t  a l . ,  1976 ; Stevens  e t  a l . ,  1981 ; Nordeen e t  a l . ,  

1981). Les  p r o t é a s e s  exogènes u t i l i s é e s  on t  permis  de  d é t e r m i n e r  

t r o i s  d i f f é r e n t s  domaines s u r  l e  r é c e p t e u r  à g l u c o c o r t i c o ? d e s .  I l s  

comprennent 1) l e  s i t e  de  l i a i s o n  au s t é r o ï d e ,  2 )  l e  s i t e  de  l i a i s o n  

au DNA e t  3) un domaine dont  l ' e x p r e s s i o n  d e  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  

e s t  e n c o r e  inconnue,  mais q u i  p r é s e n t e  une c a p a c i t é  immunogène t r è s  

marquée (Wrange e t  a l . ,  1978 ; Carlstedt-Duke e t  a l . ,  1977 ; 

Carls tedt-Duke e t  a l . ,  1982). P o u r t a n t  l ' u t i l i t é  de  c e s  a n a l y s e s  

p r o t é o l y t i q u e s  a  longtemps é t é  r é d u i t e  p a r  l ' e m p l o i  d ' u n  r é c e p t e u r  

non p u r i f i é ,  d 'une  p a r t ,  e t  l ' i n c a p a c i t é  d ' i d e n t i f i e r  t o u s  l e s  r é s i d u s  

s p é c i f i q u e s  obtenus  p a r  l e s  méthodes de  coupure  enzymatique,  d ' a u t r e  

p a r t .  L'emploi de  s t é r o ï d e s  m o d i f i é s  p e r m e t t a n t  une l i a i s o n  c o v a l e n t e  

e t  l a  p u r i f i c a t i o n  du r é c e p t e u r  t r a n s f o r m é  o n t  permis d e  conf i rmer  

l a  s t r u c t u r e  q u a t e r n a i r e  du r é c e p t e u r  t r ans formé  (Reichman e t  a l . ,  1984 ; 



hydrocortisone thymine - adenine 

F i g u r e  n o  10 : 1) S i m i l a r i t é  d e  l a  g é o m é t r i e  s t r u c t u r a l e  e n t r e  u n  s t é r o ï d e  
( l ' h y d r o c o r t i s o n e  p r i s e  comme exemple) e t  une p a i r e  de b a s e s  
thymine-adénine du DNA. 

Schéma proposé  du mécanisme d ' a c t i o n  du s t é r o ï d e  
a )  approche du s t é r o ï d e  
b )  l ' a n n e a u  A du s t é r o ï d e  s e  f i x e  s u r  l e  domaine 1 du 

r é c e p t e u r  e t  l ' a n n e a u  D au domaine II, c e  q u i  occas ionne  
un changement conformat ionnel  de  l a  p r o t é i n e  q u i  expose 
l e  s i t e  de  reconna i ssance  au DNA. 

c )  l a  l i a i s o n  du domaine III du r é c e p t e u r  au DNA d é t r u i t  l a  
l i a i s o n  du domaine II à l ' a n n e a u  D .  

d)  l e  s t é r o ï d e  i n t e r c a l é  e n t r e  l e s  p a i r e s  de  b a s e s  T-A du DNA 
provoque l a  d é s t a b i l i s a t i o n  d e  l a  double  h é l i c e  e t  pe rmet  
l ' augmenta t ion  d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  ( d ' a p r è s  S l u y s e r , 1 9 8 3 ) .  



Wrange e t  a l . ,  1979 ; Okret e t  a l . ,  1981 ; Simons e t  a l . ,  1981 ; 

Simons e t  a l . ,  1983 ; Eisen e t  a l . ,  1981). 

Les formes de  récepteur ,  dé t ec t ées  p a r  l ' i n c u b a t i o n  avec 

du s t é r o ï d e  r a d i o a c t i f  du cy tosol  de t i s s u  de  mammifère, on t  un poids  

molécula i re  q u i  v a r i e  de 20 kDa à environ 330 kDa (Wrange e t  a l . ,  1978 ; 

Vodeckis, 1983a ; Sherman e t  a l . ,  1983 ; Holbrook e t  a l . ,  1983). 

La forme l a  p l u s  lourde ,  s t a b l e  en présence de  molybdate e t  d'un 

poids molécula i re  d 'envi ron  280-330 kDa, a é t é  i d e n t i f i é e  comme l a  

forme multimérique du complexe hormone-récepteur ( V e d e k i s ,  1983a , 
Sherman e t  a l . ,  1983 ; Holbrook e t  a l . ,  1983 ; Vedeckis, 19836; 

Lu t tge  e t  a l . ,  1984 ; Weatherhi l l  e t  a l . ,  1984).  La forme 90-94 kDa, 

s e lon  l e s  a u t e u r s ,  correspond au récepteur  monomérique transformé 

(Wrange e t  a l . ,  1978 ; Wrange e t  a l . ,  1979 ; Vedeckis, 1383a ; 

Sherman e t  a l . ,  1983 ; Vedeckis, 1983b ; L u t t g e  e t  a l . ,  1384 ; 

Alexis  e t  a l . ,  1983 ; Rousseau, 1984). Ce r t a ins  au t eu r s  ont  d é c r i t  , 

une forme molécula i re  de  176 kDa dimérique, e t  capable de  l i e r  l e  DNA, 

comme l a  forme 90 kDa e t  contrairement  à l a  forme 280-330 kDa ( 

Vedeckis, 1983b ; Sherman e t  a l . ,  1984). Toutes l e s  a u t r e s  formes d e  

récepteurs  d é t e c t é e s ,  i n  vivo dont l e  poids molécula i re  v a r i e  de 

20 à 60 kDa, on t  é t é  cons idérées  comme des formes dégradées du 

récepteur  capable  de l i e r  l'hormone, c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  é t a n t  

capables  ou non de l i e r  l e  DNA, l e s  formes observées chez l e s  v a r i a n t s  

du récepteur  pouvant ê t r e  considérées  comme d e s  formes dégradées 

(Dellweg e t  a l . ,  1982). L 'un i t é  l i a n t  l 'hormone, l a  p l u s  p e t i t e  

(20-25 kDa), incapable  de l i e r  l e  DNA, e s t  cons idérée  comme l e  

méro-récepteur (Wrange e t  a l . ,  1978 ; Holbrook e t  a l . ,  1983 ; Sherman 

e t  a l . ,  1978). 

L'emploi du mésylate  de  dexaméthasone a permis de 

confirmer l e s  é tudes  précédentes .  En e f f e t ,  l a  chymotrypsine donne 

une forme 40-46 kDa capable de l i e r  l e  s t é r o ï d e  e t  l e  DNA ( l a  

t ryps ine  donne une forme 20-25 kDa l i a n t  l e  s t é r o ï d e  simplement ( 

Reichman e t  a l . ,  1984 ; Simons e t  a l . ,  1981 ; Simons e t  a l . ,  1983 ; 

Eisen e t  a l . ,  1981)? La forme 40-46 kDa correspond au mutant de c e l l e  

de lymphome de s o u r i s  (Gehring e t  a l . ,  1985).  utilisation de l a  



t r y p s i n e ,  de l 'a-chymotrypsine e t  de l a  p r o t é a s e  V8 de Staphylococcys 

au reus ,  s u r  l e  r écep teu r  t ransformé e t  non t ransformé l i e  covalen- 

t i e l l e m e n t  (Reichman e t  a l . ,  1984) montre que l e s  deux types  de 

complexes p ré sen t en t  l e s  mêmes coupures,  c e  q u i  prouve que l e s  

u n i t é s  l i a n t  l 'hormone, dans l e  récepteur  t ransformé e t  dans l e  

r écep teu r  non t ransformé,  son t  l e s  mêmes. Cependant, c e t t e  technique 

ne  permet pas de montrer s i  l e  récepteur  non transformé e s t  un homo 

ou un hétéropolymère. 

7) Modèles molécula i res  

L ' u t i l i s a t i o n  de c e s  d i f f é r e n t e s  p ro t éa se s  s u r  l e  

r é c e p t e u r  t ransformé p u r i f i é  ou non a montré que l a  forme monomérique 

é t a i t  composée de t r o i s  domaines ( v o i r  f i g u r e s  1 1 ,  12, 13) e t  q u ' e l l e  

a v a i t  un poids molécula i re  de 50 kDa. C e t t e  base c e r t a i n e  a amené 

l e s  a u t e u r s  à spécu le r  s u r  l a  forme multimérique du récepteur .  

La forme 330 kDa obtenue a a u t o r i s é  l e s  a u t e u r s  à penser  que l e  

r écep teu r  non t ransformé pouvai t  ê t r e  un t é t r amère  (Vedeckis (1 983a) ; 

Vedeckis,  1983b ; Sherman e t  al., 1984 ; Alex i s  e t  a l . ,  1983) dont -- 
on n e  s a v a i t  s ' i l  é t a i t  homo ou hétéromérique ou s i  l e s  q u a t r e  sous- 

u n i t é s  é t a i e n t  l i a n t e s .  C e t t e  forme, s t a b i l i s é e  par  l e  molybdate e t  

hautement p u r i f i é e  n e  donne en PAGE-SDS qu 'une bande unique à 90 kDa. 

On observe l a  même chose pour l e  r écep teu r  t ransformé hautement 

p u r i f i é  (Wrange e t  a l . ,  1979). Pou r t an t ,  l e  taux de pu re t é  (25 %) 

obtenu s u r  l a  ba se  d 'une u n i t é  de  l i a i s o n  p a r  forme molécula i re  de  

90 kDa, pour l e  r écep teu r  non t ransformé p u r i f i é ,  n e  c a d r a i t  pas  avec  

l a  v i s u a l i s a t i o n  d 'une bande unique à 30 kDa qu i  r ep ré sen t e  90-96 % 

des  p r o t é i n e s  mises  en évidence s u r  l e  g e l  d 'acrylamide. Il y a v a i t  

donc deux hypothèses  l iées à c e t t e  forme 90 kDa non l i a n t e  : une 

p a r t i e  du r écep teu r  a v a i t  perdu ou n ' a v a i t  jamais eu de  c a p a c i t é  d e  

l i a i s o n  d'une p a r t ,  ou il e x i s t a i t  une p r o t é i n e  de 90 kDa de poids  

mo lécu la i r e ,  i n c l u s e  dans l a  s t r u c t u r e  multimérique du récepteur ,  mais  

q u i  n e  s o i t  pas l e  r écep teu r  d ' a u t r e  p a r t .  C e t t e  d e r n i è r e  hypothèse 

e s t  peu t  ê t r e  l a  bonne. En e f f e t ,  l ' emplo i  d 'un a n t i c o r p s  monoclonal 
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F igu re  n o  13 : Modèle des d i f f é r e n t s  domaines fonc t ionne l s  du récepteur  

à g lucocor t i co ïdes  se lon  Gustaf sson e t  a l  (1984).  

A : domaine contenant  l e  s i t e  de l i a i s o n  au s t é r o ï d e  

B : domaine contenant  l e  s i t e  de l i a i s o n  au DNA 

C : domaine contenant  l e  déterminant irnmunologique 



d i r i g é  c o n t r e  l e  po lypept ide  90 kDa non l i a n t  du r écep teu r  à proges- 

t é rone  non t ransformé de l ' o v i d u c t e  de p o u l e t t e  a  permis à Joab e t  - 
a1. , (1984)  de montrer que c e t  a n t i c o r p s  spéc i f i que  é t a i t  capable  d ' i n t e r -  - 
a g i r  avec l e  r écep teu r  à g lucoco r t i co ïdes  non t ransformé de l ' o v i d u c t e  

de poule.  Ceci  tend à montrer l ' e x i s t e n c e  d 'un déterminant  a n t i -  

génique commun à l a  s t r u c t u r e  de p l u s i e u r s  r écep teu r s  à hormones 

s t é r o ï d e s  non t ransformés.  Ce déterminant  an t igén ique  s e r a i t  conservé 

au cou r s  de l ' é v o l u t i o n  (Pur i  e t  Tof t ,  non p u b l i é ) .  

La s t r u c t u r e  hétéromérique du r écep teu r  à g l u c o c o r t i c o ~ -  

des  semble ê t r e  c o n f o r t é e  dans son accep ta t i on  par  des  t ravaux t r è s  

r écen t s .  Behring e t  Arndt (1985), on comparé un r écep teu r  mutant n t  
i 

( increased  nuc lear  t r a n s f e r )  de c e l l u l e s  de lymphome e t  un r écep teu r  

de l a  souche sauvage. Ces formes multimériques,  s t a b i l i s é e s  pa r  l e  

molybdate on t  des  po ids  molécula i res  r e s p e c t i f s  de 285 kDa e t  325 kDa 

e t  les  formes l i a n t  l e  s t é r o ï d e ;  cova len t ie l lement  par  p h o t o a f f i n i t é  

des po ids  molécula i res  r e s p e c t i f s  de 40 kDa e t  04 kDa. L ' u t i l i s a t i o n  

dans des  cond i t i ons  t r è s  douces de l a  chymotrypsine on t  montré que 

l e  r écep teu r  de type sauvage v o y a i t  son poids  molécula i re  s e  déplacer  

à 290 kDa : l ' u n i t é  de  l i a i s o n  pas san t  de 34 kDa à 40 kDa. La p e r t e  

d 'un s eu l  fragment,  a t t e s t é e  p a r  l ' aba issement  de 40 kDa du poids  

molécula i re  de l a  forme s t a b i l i s é e  par  l e  molybdate montre que c e t t e  

forme e s t  hétéromérique dans l a  n a t u r e  e t  q u ' i l  n 'y  a  qu'une s e u l e  

sous-uni té  l i a n t  l 'hormone pa r  complexe. 

Par  une a u t r e  approche, Gustafsson (communication 

personnel le )  a r r i v e  à l a  même conclusion.  L'emploi d 'un a n t i c o r p s  

de poids  molécula i re  150 kDa d i r i g é  con t r e  l a  p a r t i e  inmunogène du 

r écep teu r  t ransformé montre q u ' i l  y  a  un déplacement de 320 kDa à 460 

kDa du r écep teu r  non t ransformé non p u r i f i é .  

Il semble donc de p l u s  en p lu s  probable  que l e  r écep teu r  

à g lucoco r t i co Ides  non t ransformé s o i t  un hétéropopymère avec une 

s e u l e  sous-uni té  l i a n t  l 'hormone. Mais l e  r écep teu r  e s t - i l  t é t r a -  

mérique ? Lut tge  e t  a l . ,  1984 en doutent .  Pour c e s  a u t e u r s ,  l a  

t ransformat ion  du complexe H-R r é s u l t e  dans une réduc t ion  d 'envi ron  

t r o i s  f o i s  de l a  masse molécula i re  r e l a t i v e  ( e l l e  passe  de  297 kDa 

à 92 kDa). C e t t e  hypothèse va dans l e  sens des  r é s u l t a t s  obtenus avec 



l e  r écep teu r  à ~ r o g e s t é r o n e  dont  l a  s t r u c t u r e  t r imér ique  a é t é  montrée. 

Ce r écep teu r  possède une sous-uni té  l i a n t  l e  s t é r o ï d e  e t  deux sous- 

u n i t é s  non l i a n t e s  de 90 kDa a s soc i ées  en dimère (Renoir e t  a l . ,  1984). 

8 )  Conclusion 

Les études e f f e c t u é e s  s u r  l e  récepteur  non p u r i f i é  o n t  

montré que l e  r écep teu r  e s t  s t a b i l i s é  p a r  l a  thréoredoxine,  l e  

molybdate, l e  vanadate,  q u ' i l  e x i s t e  un t h i o l  n é c e s s a i r e  à l ' a c t i v i t é  

de l i a i s o n  du s t é r o ï d e ,  q u ' i l  p o u r r a i t  e x i s t e r  un t h i o l  n é c e s s a i r e  

à sa t ransformat ion ,  que l e  phosphate de pyridoxal  en 1'ATP j o u e r a i t  

un rÔle,que l e  récepteur  non t ransformé s e r a i t  un hétéropolymère avec  

une s e u l e  sous-unité de l i a i s o n .  Mais qu'en e s t - i l  pour l e  r écep teu r  

p u r i f i é  ? 



III - PURIFICATION DU RECEPTEUR à GLUCOCORTICOIDES 

La p u r i f i c a t i o n  des  récepteurs  à hormones s t é r o ï d e s ,  en 

g é n é r a l ,  e t  c e l l e  des  g lucocor t ico?des  en p a r t i c u l i e r ,  e s t  t r è s  

d i f f i c i l e ,  e t  c e c i ,  pour p l u s i e u r s  r a i sons .  Les p r i n c i p a l e s  son t  que 

l a  concen t r a t ion  i n t r a - c e l l u l a i r e  en récepteurs  e s t  f a i b l e ,  d 'une  p a r t ,  

e t  que l e  r écep teu r  lui-même e x i s t e  sous t r o i s  formes d i s t i n c t e s ,  

non l i é  à l 'hormone, l i é  e t  transformé, d ' a u t r e  p a r t .  

R + S R - S  R * - S  

C e t t e  d i v e r s i t é  du récepteur  e n t r a î n e  un choix p r é a l a b l e  

dans  l a  s t r a t é g i e  de  p u r i f i c a t i o n  qu i  d o i t  t e n i r  compte des sources  

l i m i t é e s  des  t i s s u s  r i ches  en récepteurs  l i b r e s ,  de  l a  présence d e  

p ro t é ines ,  a u t r e s  que l e s  récepteurs ,  capables  de l i e r  l'hormone, 

du h a u t  degré de p u r i f i c a t i o n  néces sa i r e  à l ' o b t e n t i o n  de p répa ra t ions  

homogènes e t  en f in ,  de l ' i n s t a b i l i t é  apparente  de t o u t e s  l e s  formes 

du récepteur .  S t r a t é g i e s  dont  l e  but  e s t  d ' o b t e n i r  l e  récepteur  

p u r i f i é  sous une  forme unique, que c e  s o i t  en u t i l i s a n t  l a  même forme 

t o u t  au long de  l a  procédure de p u r i f i c a t i o n ,  ou en jouant s u r  l e s  

p r o p r i é t é s  physicochimiques des t r o i s  formes, pour n ' en  s é l e c t i o n n e r  

qu'une à l a  f i n  . Quand l e  choix de l a  forme f i n a l e  du r écep teu r  e s t  

f a i t ,  il ne f a u t  pas o u b l i e r  que l e s  conversions d 'une  forme à une 

a u t r e  du r écep teu r  deviennent de p lus  en p lus  d i £ £  i c i l e s  à mesure 

que l ' o n  avance dans l a  p u r i f i c a t i o n .  A ins i ,  l a  d i s s o c i a t i o n  du 

complexe R-H pour donner un récepteur  l i b r e  capable de l i e r  u l t é r i e u -  

rement l'hormone p a r a i t  d i f f i c i l e  e t  l a  révers ion  de  l a  forme 4s en 

l a  forme 8-9s n ' a  pas encore é t é  montrée jusqu'à c e  jour .  Idéalement,  

il f a u d r a i t  envisager  un p lan  de p u r i f i c a t i o n  maximale du r écep teu r  

non l i é ,  de l a  forme 8-9s l i é e  e t  de l a  forme 4 s .  De c e t t e  façon,  

chaque forme du récepteur  s e r a i t  obtenue dans un é t a t  de p u r i f i c a t i o n  

s u f f i s a n t  pour permet t re  s a  c a r a c t é r i s a t i o n  e t  l ' é t u d e  de s a  conversion 



en d ' a u t r e s  formes. 

A - Méthodes de ~ u r i f i c a t i o n  

Les t i s s u s  animaux t e l s  que l e  f o i e  ou l e  thymus, son t  une 

source  par t icu l iè rement  a c c e s s i b l e  e t  abondante de  récepteur .  

Généralement, une sur réna lec tomie  e s t  p ra t iquée  48 heures  avant  l e  

prélèvement du t i s s u  pour é v i t e r  l a  présence d'hormone endogène e t  

permet t re  une augmentation de l a  q u a n t i t é  de r écep teu r  par  e f f e t  

r é t r o a c t i f .  Après s a c r i f i c e ,  l e s  f o i e s  son t  pré levés  e t  homogénéisés 

dans un tampon hypotonique. La f r a c t i o n  limpide r e c u e i l l i e  a p r è s  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  r ep ré sen te  l e  c y t o s o l  de dépa r t .  

1) P u r i f i c a t i o n  du r é c e ~ t e u r  non l i é  à l'hormone 

Peu de choses son t  connues s u r  l e  r écep teu r  l i b r e ,  s i  c e  

n ' e s t  q u ' i l  e s t  t r è s  i n s t a b l e  en l ' a b s e n c e  de réducteur  e t  de  

molybdate ( s e  r é£  é r e r  au paragraphe s u r  l e  s t a b i l i s a t i o n  des récepteurs  

au c h a p i t r e  1). Les taux de  p u r i f i c a t i o n  sont  f a i b l e s  e t  proviennent 

de  l ' emplo i  de  deux méthodes : l a  chromatographie e t  l a  p r é c i p i t a t i o n .  

La chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n ,  s u r  Biogel A (Sant i  

e t  a l . ,  1979) permet une récupéra t ion  dans l e  p i c  exclu de 80 à 90 % 

du récepteur  non l i é  avec une p u r i f i c a t i o n  de 5 à 8 f o i s .  

La chromatographie hydrophobe, notamment avec des n-alkyl- 

agarose,  a également é t é  u t i l i s é e  (San t i  e t  a l . ,  1379). Les taux  de  

p u r i f i c a t i o n  l e s  m e i l l e u r s  (7-10 f o i s )  sont  obtenus avec l e s  n-éthyl- 

e t  n-butyl-agarose , mais l e s  rendements sont  p lus  f a i b l e s  que pour l a  

g e l - f i l t r a t i o n  (60-70 %). 

Les pro tocoles  q u i  u t i l i s e n t  l e s  méthodes de p r é c i p i t a t i o n  

emploient s u r t o u t  une double méthode de  p r é c i p i t a t i o n  par  l e s  

s u l f a t e s  de  s t reptomycine e t  de protamine, l e  s u l f a t e  d'ammonium 

e n t r a î n a n t  des agréga t ions  e t  un rendement f a i b l e  ( 2 50 %). La 

double ~ r é c i ~ i t a t i o n  permet une p u r i f i c a t i o n  g l o b a l e  de 7 à 13 f o i s  

avec un rendement de 70 à 100 % (Lustenberger e t  a l . ,  1981 ; 

Rousseau e t  a l . ,  1975 ; Govindan e t  a l . ,  1978). 



Les taux de p u r i f i c a t i o n  obtenus p a r  c e s  d i f f é r e n t e s  méthodes 

son t  re la t ivement  f a i b l e s  mais e l l e s  permet ten t  de c o n s t a t e r  que l e  

r écep teu r  non l i é  e s t  suffisamment s t a b l e  pour une p u r i f i c a t i o n  

u l t é r i e u r e ,  de  l a  forme l i é e  du r écep teu r .  Ces méthodes p r é s e n t e n t  

encore l ' a v a n t a g e  d ' é l imine r  rapidement 80 % des p r o t é i n e s  du 

c y t o s o l  e t  de  r é d u i r e  l e s  complicat ions souvent a t t r i b u é e s  aux 

p r o t é i n e s  non spéc i f i ques .  

2) P u r i f i c a t i o n  du r é c e ~ t e u r  l i é  à l 'hormone 

Le l i g a n d  s t a b i l i s e  l e  r écep teu r  ( v o i r  c h a p i t r e  précédent ) .  

C'est pourquoi l ' e s s e n t i e l  des  t ravaux de p u r i f i c a t i o n  d e  r écep teu r s  

à hormones s t é r o ï d e s  a é t é  f a i t  s u r  un complexe hormone récepteur .  

La p u r i f i c a t i o n  f a i t  appel  à de  nombreuses techniques t e l l e s  que : 

- techniques c l a s s i q u e s  ( ~ r é c i ~ i t a t i o n ,  chromatographie 

de g e l  f i l t r a t i o n  e t  d 'échange d ' i o n s )  ; 

- chromatographie s u r  DNA ou phosphoce l lu lose  ; 

- chromatographie d ' a f f i n i t é .  

2.1 - Techniques c l a s s i q u e s  ------ ---------- --- 
La p r é c i p i t a t i o n  par  l e s  s u l f a t e s  d'ammonium ou de 

protamine a é t é  u t i l i s é e  pour o b t e n i r  des  p répa ra t i ons  p a r t i e l l e m e n t  

p u r i f i é e s .  Associées  avec des techniques chromatographiques,  e l l e s  

permet ten t  d ' a l l e r  j u s q u l à  40 f o i s  de p u r i f i c a t i o n  (Rousseau e t  a l . ,  

1975). 

En 1971, Hackney e t  P r a t t  proposent un p ro toco le  en 4 

é t apes  à p a r t i r  de cy toso l  de f i b r o b l a s t e s  de  s o u r i s  (Hackney e t  a l . ,  

1971). Ce p ro toco le  comprend une g e l  f i l t r a t i o n  s u r  aga rose  du 

r écep teu r  l i é ,  une p r é c i p i t a t i o n  pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 25 % du 

p i c  r a d i o a c t i f ,  une g e l  f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex G25, p u i s  une adsorp- 

t i o n  du complexe macromoléculaire s u r  DEAE-cellulose e t  une é l u t i o n  

pa r  g r a d i e n t  de  KC1.  

Le complexe récupéré  dans l e s  f r a c t i o n s  0,70-0,15 M RC1 

e s t  p u r i f i é  envi ron  800 f o i s  avec un rendement t r è s  f a i b l e ,  qu i  ne  

dépasse pas 1 %. Ce rendement ca t a s t roph ique  e s t  e x p l i c a b l e  par  l e s  



ag réga t ions  i r r é v e r s i b l e s  p rodu i t e s  l o r s  de l ' é t a p e  d e  p r é c i p i t a t i o n  

e t  p a r  l a  d i s s o c i a t i o n  c o n t i n u e l l e  du complexe R-H dans un tampon 

ne contenant  pas  de  f a c t e u r s  de  s t a b i l i s a t i o n .  

Une p u r i f i c a t i o n  analogue en deux é tapes  a t o u t e f o i s  é té  

d é c r i t e  p a r  Litwack e t  a1. ,(1973) à p a r t i r  du cy toso l  de f o i e  de  r a t .  - 
Le cy toso l  e s t  déposé s u r  DUE-Sephadex p u i s  é lu6  p a r  un g r a d i e n t  

de KC1.  Le p i c  r a d i o a c t i f  e s t  m i s  s u r  une colonne d e  g e l  f i l t r a t i o n  

Sephadex G100. Le r écep teu r  l i é  est a i n s i  p u r i f i é  300 f o i s ,  mais c e t t e  

méthode n e  permet pas  de s é p a r e r  l e  r écep teu r  de l a  CBG. 

2.2 - Chromatographie s u r  DNA ou phosphocel lulose -------- -- --------------- --- ----------- 

C e s  méthodes de  chromatographie on t  s u r t o u t  é t é  employées 

pour  l a  de l a  forme t ransformée du r écep teu r  c a r  e l l e s  

t i e n n e n t  compte d e  l a  d i f f é r e n c e  d ' a f f i n i t é  des deux formes du 

complexe R-H, 8 s  e t  4S, pour les  ma t r i ce s  polyanioniques (Kalimi e t  a l . ,  

1975) Sous s a  forme 8S, l e  complexe H-R a une f a i b l e  a f f i n i t é  pour 

c e s  ma t r i ce s ,  comme de nombreuses a u t r e s  p ro t é ines  du cy toso l ,  e t  

pa s se  dans l e  volume non r e t enu .  Dans ce t t e  é tape ,  l e  taux de pur i -  

f i c a t i o n  est f a i b l e  c a r  s e u l e s  l e s  p r o t é i n e s  ayant  une f o r t e  a f f i n i t é  

pour c e s  m a t r i c e s  son t  r e t enues .  Le complexe H-R e s t  a l o r s  c o n v e r t i  

dans l a  forme 4 s  p a r  chauffage pu is  de  nouveau soumis à une co lonne  

de g e l  polyanionique. Le complexe a acqu i s  p a r  l a  t ransformat ion  une 

f o r t e  a f f i n i t é  pour  l a  DNA- ou l a  phosphocel lulose.  Il est é l u é  p a r  

des  sels. Les p r o t é i n e s  qu i  a v a i e n t  de l ' a f f i n i t é  pour c e  type  de  g e l  

on t  é t é  é l iminées  l o r s  de l a  première  é t a p e  .... e t  peu nombreuses 

son t  l e s  p r o t é i n e s  qu i  acqu iè ren t  une a f f i n i t é  pour d e  t e l l e s  ma t r i ce s  

dans l e s  cond i t i ons  q u i  permet ten t  l e  passage  de l a  forme 8S à l a  forme 

4s .  De c e t t e  façon ,  une ~ u r i f i c a t i o n  r a p i d e  e t  e f f i c a c e  peut ê t re  

obtenue. C e t t e  méthode, avec de  nombreuses v a r i a n t e s ,  a é t é  u t i l i s é e  

dans l a  p u r i f i c a t i o n  du complexe H-R t ransformé p a r  de nombreuses 

équipes .  



Atger  e t  Milgrom (1 976) p u r i f i e n t  p a r t i e l l e m e n t  l e  r écep teu r  

en 5 é tapes .  

- l e  r écep teu r  l i é  non t ransformé e s t  passé  s u r  phosphocel lulose 

rapidement ; 

- l e  p i c  exc lu  est déposé s u r  DEAE-cellulose pu i s  é l u 6  par  un tampon 

KC1 0 ,2  M ; 

- l e  p i c  é l u é  r a d i o a c t i f  e s t  p r é c i p i t é  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium 

33 % puis  r e p r i s  p a r  du tampon phosphate 50 mM; 

- l e  r écep teu r  e s t  mis à adsorber  s u r  hyd roxy lapa t i t e ,  l avé ,  p u i s  

é l u é  par  du phosphate 250 mM e t  d i a l y s é  con t r e  un tampon T r i s  EDTA 

contenant  d e  3~ TA; 

- l e  complexe H-R e s t  déposé s u r  phosphocel lulose e t  é l u é  p a r  du 

K C 1  0 ,4  M e t  e n f i n  d e s s a l é  s u r  Sephadex G 2 5 .  

Le taux de p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r ,  t ransformé ap rè s  l a  

deuxième é t ape  e s t  de 940 avec un rendement de 24 %. Le r écep teu r  

e s t  à 4 % de pu re t é .  

Eisen e t  Glinsmann n ' u t i l i s e n t  que deux é t apes  pour l a  

p u r i f i c a t i o n  ( 1  975, 1976, 1978),  une f i l t r a t i o n  s u r  DNA-cellulose, 

p u i s  passage s u r  une seconde DNA-cellulose ap rè s  t ransformat ion .  Le 

r écep teu r  e s t  é lu6  par  un tampon NaCl 0,45 M. Le taux de p u r i f i c a t i o n  

e s t  de  1 1  000 e t  l e  rendement de 80 %. 

CLiment e t  a l . ,  1976, 1977 ; Westphal 

e t  a l . ,  1980), emploient l e  même p ro toco le  qu'Eisen, mais l a  DNA- 

c e l l u l o s e  e s t  remplacée p a r  l a  phosphocel lulose.  La deuxième é t a p e  

é t a n t  e f f e c t u é e  en présence de  sérumalbumine, l e s  a u t e u r s  s o n t  

c o n t r a i n t s  d ' a j o u t e r  une é t a p e  supplémentaire  de p r é c i p i t a t i o n  p a r  

l e  s u l f a t e  d'ammonium 33 % pour é l imine r  l a  p ro t é ine .  Le taux de  

p u r i f i c a t i o n  est de 3300 avec un rendement de  25 %. Le taux d e  p u r e t é  

e s t  de  10 %. 

En modif iant  c e  p ro toco le ,  e t  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  c o n j o i n t e  

e t  r é p é t i t i v e  de l a  DNA-cellulose e t  de  l a  phosphocel lulose,  Westphal 

e t  Beato (1980) ob t iennent  une p u r i f i c a t i o n  de 59000 f o i s  avec un 



rendement d e  3 % en h u i t  é tapes .  Comme pour les p ro toco le s  p récéden t s ,  

l e s  f a c t e u r s  l i m i t a n t  l e  rendement son t  l a  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  

d'ammonium e t  l ' ab sence  de t ransformat ion  t o t a l e  du r écep teu r .  

Wrange e t  a l .  (1979) ob t iennent  un taux de p u r i f i c a t i o n  - 
de 8500 f o i s  e t  un rendement de 20 %, avec un p ro toco le  comportant 

4  é tapes  : 

- f i l t r a t i o n  r ap ide  s u r  phosphocel l u l o s e  

- f i l t r a t i o n  du p i c  exc lu  contenant  l e  r écep teu r  non 

t ransformé s u r  DNA-cellulose 

- l e  volume exc lu  e s t  chau f f é  à 20°C pendant 30 minutes 

- passage s u r  DNA c e l l u l o s e ,  l ' é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  

en présence de  phosphate de pyr idoxa l  dans l e  tampon 

- f i l t r a t i o n  s u r  DEAE-Sepharose à pH 7,8.  Le r écep teu r  e s t  

é l u é  avec 0,16 M de NaCl. 

les au t eu r s  ob t iennent  a i n s i  une p répa ra t i on  pure à 75 2 .  

Récemment, Govindan e t  a l . ,  1984 o n t  d é c r i t  un p ro toco le  

de  p u r i f i c a t i o n  d é r i v a n t  de ceux d e  Eisen e t  Wrange. Les tampons son t  

e s s e n t i e l l e m e n t  ceux de  Wrange, mais  Govindan n ' u t i l i s e  pas  d e  phosphate  

de  pyr idoxa l .  

- passage  r a p i d e  s u r  phosphoce l lu lose  (400 ml) 

- p i c  exclu a j u s t é  à pH 7 , 8  puis  pa s sé  rapidement s u r  

100 m l  de  DNA c e l l u l o s e  

- t r ans fo rma t ion  du p i c  exc lu  à 20°C pendant 30 min. 

- passage s u r  40 m l  de DNA c e l l u l o s e .  Le p i c  r e t enu  est é l u é  

p a r  un g r a d i e n t  0-0,5M d e  NaCl 

- l e  p i c  é l u é  est p r é c i p i t é  par  50 % de s u l f a t e  d'ammonium, 

d i a l y s é  p u i s  passé  s u r  une colonne de  DEAE. 

l e  r écep teu r  est p u r i f i é  6500 f o i s  avec un rendement de  15 % et  une 

homogénéité d e  60 %. Govindan a  e s sayé  de t ransformer  l e  p i c  exclu 

de l a  deuxième colonne d e  DNA-cellulose pu i s  de  l e  pa s se r  s u r  une 

t ro i s i ème  colonne de DNA. Cet t e  é t a p e  n ' appor t e  pas  de p u r i f i c a t i o n  

supplémentaire .  



Chromatogra~hie  d ' a f f i n i t é  2.3 - -------- -- -------------- 

Le moyen d'  ob t en i r  une p u r i f i c a t i o n  importante  du r écep teu r  

sous forme 8s e s t  sans con te s t e ,  l ' emplo i  de  l a  chromatographie 

d ' a f f i n i t é .  Ce l l e - c i  e s t  rendue p o s s i b l e  c a r  l a  l i a i s o n  d e  l'hormone 

au r écep teu r  e s t  r é v e r s i b l e .  Le p r inc ipe  e s t  de charger  du récepteur  

non l i é ,  cy toso l ique  ou pa r t i e l l emen t  p u r i f i é ,  s u r  une colonne 

contenant  un s t é r o ï d e  r e l i é  à une ma t r i ce  d 'agarose par  un b ra s ,  géné- 

ralement diaminé. Après lavage du ge l ,  l ' é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  avec 

un tampon contenant  de l'hormone r ad ioac t ive .  

Une des  premières t e n t a t i v e s  de  p u r i f i c a t i o n  des  r écep teu r s  

à g lucocor t i co ïdes  p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  a  é t é  c e l l e  de 

Wong e t  a l .  en 1973. Sur un g e l  d e  sépharose 4B a c t i v é  au BrCn, il 

f i x e  l a  diaminopropylamine pu i s  couple l 'hémisucc ina te  de  c o r t i s o l .  

La concent ra t ion  de  l i gand  l i é  e s t  de 2  pM/ml de ge l .  Après adso rp t ion  

2 heures  en ba tch ,  l e  g e l  e s t  l a v é  en colonne par  20 volumes 

de tampon. L ' é l u t i o n  e s t  f a i t e  p a r  passage d'un tampon contenant  du 

K C 1  0 ,35 M. Malheureusement, il s ' e s t  a v é r é  par  l a  s u i t e  que l a  

p ro t é ine  p u r i f i é e  n ' é t a i t  pas l e  récepteur ,  mais l e  t r anspor t eu r  

plasmatique, l a  t r a n s c o r t i n e .  

De Kloet  e t  Burbach (1978) ont  u t i l i s é  un adsorbant  

s i m i l a i r e  dans l eque l  l e  b ra s  e s t  l a  sérumalbumine e t  l e  l igand  

l 'hémisucc ina te  de déoxycort icostérone-(concentrat ion f i n a l e  de 

l igand  66 nM/ml de g e l )  - l ' a d s o r p t i o n  e s t  f a i t e  en ba tch  à r a i son  

de  1 m l  de g e l  par  m l  de  cy toso l .  Le lavage  s e  f a i t  surcolonne avec 
- 6 10 volumes de tampon. La s o l u t i o n  é luan te  (3 ml) c o n t i e n t  10 X de 

3 
de H c o r t i c o s t é r o n e  e t  l ' é l u t i o n  e s t  poursu iv ie  pendant 16 heures .  

La p u r i f i c a t i o n  a i n s i  obtenue e s t  de 200 f o i s  avec un rendement de 

20 2 .  

L'équipe de  F a n e s t i l  ( ~ u d e n s  e t  a l . ,  1972) a  u t i l i s é  

également un s t é r o ï d e  21-hémisuccinate pour immobiliser l e  s t é r o ï d e  

s u r  l e  g e l .  Dans c e  c a s ,  comme dans l e  précédent ,  l a  l i a i s o n  s t é ro ïde -  

b r a s  e s t  une l i a i s o n  e s t e r .  Il n ' e s t  donc pas étonnant que l e s  taux 



de ~ u r i f i c a t i o n  obtenus par  c e s  équipes s o i e n t  f a i b l e s ,  l e s  es té rases  

é t a n t  en concent ra t ion  s u f f i s a n t e  dans l e  cy toso l  pour dégrader l e  

support .  

Pour c e t t e  r a i son ,  F a i l l a  e t  a l .  (1975) ont  s y n t h é t i s é  

un adsorbant  dans lequel  l a  l i a i s o n  du s t é r o ï d e  au b r a s  e s t  une 

l i a i s o n  etheroxyde beaucoup p l u s  s t a b l e .  La mat r ice  e s t  l'amino- 

hexylagarose s u r  l a q u e l l e  on g r e f f e  l a  21 - (4-carboxyphenoxy)proges- 
t é rone  (vo i r  f i g u r e  n o  14 ) . L ' a f f i n i t é  du s t é r o ï d e  modifié e s t  

-6 s u f f i s a n t e  vis-à-vis du r écep teu r  (KD : 0,25  10 Y à 0°C) pour 

e f f e c t u e r  l ' adso rp t ion .  Seuls  0,0012 % des  s i t e s  de l i a i s o n  

semblent fonc t ionne l s  mais c e l a  e s t  suff i s a n t  pour adsorber  80 % du 

r écep teu r  présent .  Après lavage  par  30 volumes de tampon, l ' é l u t i o n  
- 6 

e s t  f a i t e  par  de l ' a cé ton ide  de  t r iamcinolone 10 M pendant 18 heures .  

Le taux de p u r i f i c a t i o n  v a r i e  de 80 à 300 f o i s  avec un rendement d '  

é l u t i o n  ne dépassant  jamais 50 %. Une é t a p e  de ge l  f i l t r a t i o n  s u r  

Biogel A 0 ,5  M supplémentaire donne une p u r i f i c a t i o n  g loba le  de 

1726 f o i s  avec une pu re t é  de 10 %. 

Avec un g e l  du même type  que c e l u i  de F a i l l a ,  Weisz e t  a l .  

(1384) p u r i f i e n t  l e  r écep teu r  114 f o i s  avec un rendement de 55 % en 

présence de molybdate. Le taux de  p u r i f i c a t i o n  obtenu ap rès  

g e l - f i l t r a t i o n  e t  DE4E-cellulose e s t  de 5000 f o i s  avec une pu re t é  d e  

10 %. 

Grandics e t  a l .  (1984) ont  u t i l i s é  également un ge l  q u i  

reprend l a  méthode de F a i l l a  e t  a l .  (1975) mais en modif iant  l a  

longueur e t  l a  p o l a r i t é  du b r a s  (vo i r  f i g u r e  n o  15 ) .  Ce g e l  a  

é t é  u t i l i s é  auparavant pour l a  p u r i f i c a t i o n  du récepteur  à progesté-  

rone a v i a i r e  non transformé (Grandics e t  a l . ,  1982). 20 m l  de 

cy toso l  sont  incubés avec 8 m l  de  ge l  d ' a f f i n i t é  pendant 2  heures  

pu i s  l e  g e l  e s t  l a v é  avec 200 m l  de tampon. L ' é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  
3 

avec 8 m l  de tampon contenant  2  P M  de [ HI TA pendant 16 heures .  

L ' u t i l i s a t i o n  d 'é tapes  u l t é r i e u r e s  t e l l e s  que l a  g e l  f i l t r a t i o n  e t  

l a  DEAE-cellulose permet une p u r i f i c a t i o n  d 'environ 4000 f o i s  dont 

150 f o i s  pour l a  s e u l e  é tape  de chromatographie d ' a f f i n i t é .  



F i g u r e  n o  14 : S t r u t u r e  du g e l  d ' a f f i n i t é  d é o x y c o r t i c o s t é r o n e -  

benzamido-hexyl-agarose (n=6) ( F a i l l a  e t  a l ,  1975) 

F i g u r e  n o  15 : S t r u c t u r e  du g e l  d ' a f f i n i t é  à d é o x y c o r t i c o s t é r o n e  

d e  Grand ics  e t  a l  (1 982).  

CH-SCRUROSE U . ( 
t 

€!CH2)r - CONH fCï)2S-SlCH2)+2 
1 

1 PH 9-10 

E K H 2 ) 5  - CONH ~ C ~ ) 2 - S - S - ~ l l - O E O X Y C O R T I C O S T E R ~  
C 

r é c e p t e u r  
fCH2)5 - CONH S-SCH2CHZIUI-II-DEOXYCORTISTEROWE- 

I RECEPIOR 

I - r é d u c t e u r  des  t h i o l s  

F i g u r e  n o  16 : S t r u c t u r e  du gd l  à b r a s  c l i v a b l e  d e  Govindan 

e t  S e k e r i s  (1978).  



L'équipe de Govindan e s t  p a r t i e  d 'un a u t r e  p r i n c i p e  pour 

p u r i f i e r  l e  r écep teu r  à glucocort ico?des.  E l l e  a employé l a  technique 

de Sweet e t  Adair  (1975), qu i  u t i l i s e  un g e l  d ' a f f i n i t é  à b r a s  

c l  ivable .  

Les premières p u r i f i c a t i o n s  (Govindan e t  a l . ,  1976) 
3 

employaient un g e l  aminohyxylsepharose auquel é t a i t  couplé l e  [ HI 
déoxycort icostérone hémisuccinate cystamine. Le b r a s  comporte donc 

un bras  d i s u l f u r e  c l i v a b l e  par  l ' a d j o n c t i o n  de t h i o l s .  La c a p a c i t é  

du g e l  e s t  de 0,03 HM de s t é r o ï d e  p a r  gramme de g e l .  100 m l  de 

cy tosol  déba r ra s sés  du B-mercaptoéthanol sont  mis à adsorber  s u r  

8 m l  de g e l .  Après l e  lavage,  l ' é l u t i o n  e s t  e f f ec tuée  par  l 'adjonc-  
3 

t i o n  de 100 mY de 6-mercaptoéthanol. Le complexe récepteur-[ H ~ D O C  

cystéinamine e s t  p u r i f i é  6500 f o i s  avec un rendement de 36 %. Après 

l a  p u r i f i c a t i o n ,  l e  s t é r o ï d e  e s t  échangé c o n t r e  de  l a  dexaméthasone 

t r i t i é e .  

La présence de l a  l i a i s o n  e s t e r  a amené Govindan e t  a l .  

(1978, 1979) à modif ie r  c e  g e l  en couplant  l e  s t é r o ï d e  au b r a s  1 

d i s u l f u r e  p a r  une l i a i s o n  C-N ( v o i r  f i g u r e  n o  16 ) . La c a p a c i t é  

du ge l  e s t  de 0,25 rimole de s t é r o ï d e  pa r  gramme de ge l .  Govindan 

i n t r o d u i t  l a  double p r é c i p i t a t i o n  par  l e s  s u l f a t e s  de s t reptomycine 

e t  de protamine avant de  soumettre l e  r écep teu r  préalablement 

débar rassé  des  réducteurs  de t h i o l  au g e l  d ' a f f i n i t é .  L ' é l u t i o n  s e  

f a i t  en présence de B - m e r ~ a ~ t o é t h a n o l .   hormone e s t  e n s u i t e  échangée 

pa r  de l a  dexaméthasone t r i t i é e .  La p u r i f i c a t i o n  t o t a l e  e s t  de 

12 000 f o i s  avec un rendement de 46 Z, l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  

appor tan t  s e u l e  un f a c t e u r  de 1500 f o i s  avec un rendement de  90 2 .  

Pour tan t ,  c e  g e l  a é t é  de nouveau modifié.  La s t r u c t u r e  

semble r e s t e r  l a  même, sauf que l a  déoxycor t icos té rone  a é t é  remplacée 

p a r  l a  dexaméthasone ( ~ a ~ a m i c h a ï l  e t  a l  ., 1980). Les a u t e u r s  ne 

p réc i sen t  pas  l e s  taux de ~ u r i f i c a t i o n  e t  de p u r e t é  obtenus. I 

En 1981, c e s  a u t e u r s  (Tsawdaroglou e t  a l . ,  1981) p ré sen ten t  

une p u r i f i c a t i o n  e f f e c t u é e  à p a r t i r  d 'un nouveau g e l  d ' a f f i n i t é  syn- 

t h é t i s é  avec l e  21-méthane-sulfonate de dexaméthasone. Le s t é r o ï d e  



e s t  couplé  à l 'aminohexylcystaminylsépharose. Comme l e s  précédents ,  

c e  g e l  e s t  à b r a s  c l i v a b l e .  Il permet une p u r i f i c a t i o n  de  l ' o r d r e  

de 8300 f o i s  du r écep teu r  cy toso l ique  par  c e t t e  s e u l e  é t ape .  

Malgré c e s  r é s u l t a t s ,  Govindan e t  a l .  (1984) changent de 

p ro toco le  e t  reprennent  en grande p a r t i e  c e l u i  d é c r i t  pa r  Lustenberger  

e t  a l .  (1 981) . La s e u l e  d i £  f  é rence  r é s i d e  dans l a  c a p a c i t é  du ge l  

q u i  e s t  d e  5 pmoles de s t é r o ï d e  pa r  m l  de g e l .  Le r écep teu r  é lué  avec 

de l ' a c é t o n i d e  de t r iamcinolone e s t  p u r i f i é  5800 f o i s  avec un 

rendement de 90 % e t  une homogénéité de 47 %. Le complexe obtenu, 

hautement p u r i f i é ,  e s t  cependant t ransformable.  

Le g e l  d é c r i t  par  Lustenberger  e t  a l .  (1989, 1981) e s t  

beaucoup moins g r e f f é  que c e l u i  de Govindan. Sa capac i t é  v a r i e  de 

0 , 3  à 0 , 5  pmole de s t é r o î d e  par  m l  de g e l .  Au Sépharose CL 4B a c t i v é  

au B r C N  e s t  couplé un b r a s  diaminononane. L 'ac ide  1 7 ~ c a r b o x u l i q u e ,  

correspondant  à l a  dexaméthasone oxydée par  l ' a c i d e  periodique,  e s t  

couplé à l a  mat r ice  en présence d e  HOBT e t  de  DCCI (vo i r  f i g u r e  

n o  17 1. 
 étape de chromatographie d ' a f f i n i t é  e s t  e f f e c t u é e  su r  

l e  r écep teu r  non l i é  a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  pa r  l e  s u l f a t e  de  protamine. 

Après un lavage  i n t e n s i f ,  l e  r écep teu r  e s t  é l u é  par  de l ' a c é t o n i d e  

de t r iamcinolone r a d i o a c t i f .  Le complexe H-R obtenu e s t  p u r i f i é  7500 f o i s  

avec un rendement de 18 %. Le taux de p u r e t é  e s t  de p lus  de 30 %. 

L'é tape  d e  chromatographie appor t e  une p u r i f i c a t i o n  de 900 f o i s .  

En 1983, Manz e t  a l .  o n t  proposé un nouveau g e l  d ' a f f  i n i t é ,  

appelé  "sandwich", obtenu à p a r t i r  de dé r ivés  de l a  dexaméthasone. 

Le d é r i v é  1 7 ~ c a r b o x y l i q u e  e s t  couplé  à l a  b i o t i n e  en u t i l i s a n t  l e  

diaminopentane comme b r a s  de l i a i s o n  ( v o i r  f i g u r e  n o  18 ). Le 

dé r ivé  b i fonc t ionne l  s e  l i e  au r écep teu r  à g lucocor t i co îdes  du 

cy tosol  d e  c e l l u l e s  tumorales humaines, p u i s  l e  complexe e s t  incubé 

avec un g e l  d'avidine-Sépharose. ~ ' é l u t i o n  e s t  e f f ec tuée  avec de l a  

dexaméthasone 3 ,2  MM.  Le taux de p u r i f i c a t i o n  obtenu e s t  d 'environ 

20 000 f o i s  en une s e u l e  é tape  avec un rendement de 60 %. Cependant 

l e  taux de  pure té ,  c a l c u l é  à p a r t i r  des r é s u l t a t s  donnés, n ' e s t  que 
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F i g u r e  n o  18 : S t r u c t u r e  du système biot inyl-dexaméthasone 

d e  Manz e t  a l  (1983). 
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R=-  CH^! 8 - ~ ~ 3  R=-  CH^) 9- 

F i g u r e  n o  17 : S t r u c t u r e  d e s  d é r i v é s  17 -carboxamides e t  du g e l  

d ' a f f i n i t é  d e  Lus tenberger  e t  a l  (1 981) .  



La revue r ap ide  p ré sen t ée  dans l e s  paragraphes précédents  

nous amène à f a i r e  quelques remarques. Pour en sou l igne r  l a  por tée ,  

un tab leau  r é c a p i t u l a t i f  rassemble l e s  r é s u l t a t s  des d i f f é r e n t e s  

équipes  ( v o i r  Tableau) .  

La première remarque p o r t e  s u r  l a  p u r i f i c a t i o n  en généra l .  

Il e x i s t e  un grand décalage e n t r e  les taux de p u r i f i c a t i o n  e t  l e s  t a u x  

de  pu re t é  obtenus pa r  les  d i f f é r e n t e s  équipes ,  5800 f o i s  e t  47 % 

respect ivement  pour Govindan e t  a l .  (1984), 20000 f o i s  e t  8 , 7  % pour 

Manz e t  a l .  (1983), 12000 e t  50 % pour Idz io rek  e t  a l .  (1 985) a l o r s  

que l 'homogénéité e s t  généralement cons idérée  comme t o t a l e  lo rsque  l e  

r écep teu r  e s t  p u r i f i é  e n t r e  20000 e t  30000 f o i s .  Ce t t e  discordance 

pose en f a i t  l e  problème des dosages des  p r o t é i n e s  e t  de l ' a c t i v i t é  d e  

l i a i s o n  d'une s o l u t i o n  contenant  une p r o t é i n e  hautement p u r i f i é e .  

Ces dosages s e ron t  l ' u n  des  thèmes que nous aborderons au niveau de  

nos r é s u l t a t s .  

La seconde remarque p o r t e  s u r  l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  

e t  p lus  précisément  s u r  l e s  choix du b r a s ,  du s t é r o ï d e  à g r e f f e r  

e t  de son taux de g r e f f a g e .  

La longueur du b r a s  a une conséquence importante  s u r  l a  

chromatographie. S ' i l  est  t r o p  c o u r t ,  5 ou 8 équ iva l en t s  l i a i s o n s  

carbone-carbone, il permet l ' a d s o r p t i o n  e t  pas  l ' é l u t i o n  (Lustenberger  

e t  a l . ,  1981). S ' i l  e s t  t r o p  long,  il a tendance à s e  r e p l i e r .  Un 

b r a s  avec 1 1  équ iva l en t s  l i a i s o n s  carbone-carbone au moins semble 

f avo rab l e  à une bonne adso rp t ion  e t  une bonne é l u t i o n  du r écep teu r  

(Lustenberger  e t  a l . ,  1981 ; Govindan e t  a l . ,  1978 ; Grandics  e t  a l . ,  

1982). A ins i ,  l e  ge l  d é c r i t  par  Manz e t  a l .  (1983),  l e  b i o t i n y l -  

dexaméthasone a un b r a s  qu i  semble t r o p  cou r t  pour pe rme t t r e  l e  t aux  

de annoncé. En e f f e t ,  l ' u t i l i s a t i o n  d'un système 

b i o t i n y l - o e s t r a d i o l  pour l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  à oes t rogène  

( ~ e d e u i l h  e t  a l . ,  1985),  dont l e  b r a s  a une longueur supé r i eu re  à 

15 équ iva l en t s  l i a i s o n  carbone-carbone, ne donne un taux de  p u r i f i -  

c a t i o n  que d e  l ' o r d r e  de 500-1500 f o i s  pour l ' é t a p e  de chromatographie.  

Le second problème e s t  posé par  l e  b r a s  c l i v a b l e  qu i  o b l i g e  à t r a v a i l l e r  
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en l ' ab sence  d e  réduc teurs  de t h i o l s ,  c e  qu i  n u i t  à l a  s t a b i l i t é  du 

r écep teu r  non encore l i é ,  e t  qu i  o b l i g e  également à l ' échange  du 

s t é r o ï d e  c l i v é  f i x é  s u r  l e  r écep teu r  pa r  un s t é r o ï d e  d ' a f f i n i t é  

supér ieure .  

C e t t e  c o n s t a t a t i o n  nous montre que l e  choix du s t é r o ï d e  à 

g r e f f e r  e s t  également important .  Le choix de nombreux a u t e u r s  s ' e s t  

p o r t é  s u r  l a  déoxycor t icos té rone  qu i  pour tan t  p r é sen t e  l e  désavantage 

de  f i x e r  également l a  t r a n s c o r t i n e  (Rousseau e t  a l . ,  1972) 
/le 

récep teu r  à proges té rone  (Grandics e t  a l . ,  1982) e t  d ' a v o i r  une 

a f f i n i t é  moindre que l a  dexaméthasone qu i  ne f i x e  que l e  r écep teu r .  

Le taux  de g r e f f a g e  du s t é r o ï d e  s u r  l e  g e l  i n f l u e  

beaucoup s u r  l a  chromatographie e t  p l u s  pa r t i cu l i è r emen t  l ' é l u t i o n .  

C ' e s t  ce q u i  o b l i g e  Govindan e t  a l .  (1984) à d i l u e r  son g e l  g r e f f é  à 

5 umoles de s t é ro ïde /ml  de g e l  avec du g e l  non g r e f f é  pour en  diminuer 

l ' a c t i v i t é  spéc i f i que .  Le me i l l eu r  compromis adso rp t ion -é lu t i on  e s t  

r é a l i s é  avec un ge l  g r e f f é  à 0,15-0,40 umoles de s t é r o ï d e  p a r  m l  

d e  g e l  (Lustenberger  , 1980, et! a l .  1981 ; Renoir e t  a l . ,  1982) 

c e  qu i  n ' e s t  rendu p o s s i b l e  que par  l ' u t i l i s a t i o n  d 'un p ro toco le  

s imple,  permet tan t  l e  dosage des fonc t ions  g r e f f é e s ,  e t  f a c i l e  à 

modif ie r  en cou r s  de rou te .  

B - C a r a c t é r i s a t i o n  

1) Le r écep teu r  l i é  t ransformé 

1.1 - C a r a c t é r i s t i q u e s  ------------ ---- ~hys i coch imiques  - --------- --- 

Le r écep teu r  l i é  t ransformé a  un poids  molécula i re  

apparen t  de 92 000 Da + 2 000 en PAGE-SDS (Atger e t  a l . ,  1976 ; - 
Eisen e t  a l . ,  1975, Climent e t  a l . ,  1976 ; Wrange e t  a l . ,  1979 ; 

Govindan e t  a l . ,  1384, Weisz e t  a l . ,  1984 ; Singh e t  a l . ,  1985).  Un 

r écep teu r  de 40 000 Da a  également é t é  d é c r i t  (Westphal e t  a l . ,  1980) 

mais c e t t e  hypothèse e s t  r e s t é e  sans s u i t e .  Il a  un rayon de  Stokes 

de  6  nm e t  un c o e f f i c i e n t  de  sédimentat ion de 3,5 + 0 ,2  S  s e l o n  l a  - 
f o r c e  ionique du tampon (Wrange e t  a l . ,  1979). Pour l e  groupe de  

Beato (Climent e t  a l . ,  1976, Westphal e t  a l . ,  19801, pour Atger  e t  - 



a l .  (1976), E isen  e t  a l .  (1975), Grandics e t  a l .  (1984), l e  c o e f f i c i e n t  - 
de séd imenta t ion  est  de 4 S, c e  q u i  correspond aux v a l e u r s  obtenues 

pour l e  r é c e p t e u r  t ransformé cy toso l ique .  En DEAE-cellulose, il e s t  

é l u é  e n t r e  0,16 e t  0 ,2  M de K C 1  ou NaCl (Govindan e t  a l . ,  1978 ; 

Wrange e t  a l . ,  1979). Pour Grandics e t  a l .  (1 984),  l a  f o r c e  ionique 

d ' é l u t i o n  e s t  de  0,08 M de NaCl. 11 possède un po in t  i s o é l e c t r i q u e  

s u r  acrylamide de 5 ,8  (Wrange e t  a l . ,  1979) ou 6,O (Eisen e t  a l . ,  1975, 

1976, 1978 ; Singh e t  a l . ,  1985). Singh e t  Moudgil (1985) montrent 

de p lu s  que l e  complexe H-R t ransformé p u r i f i é  2000 f o i s  e s t  phospho- 

r y l é  i n  v i t r o  en présence dlATP p a r  une k i n a s e  AMP cyc l ique  dépen- 

dante .  Pour Mil ler-Diener  e t  a l .  (1 385), c e t t e  phosphorylat ion i n  

v i t r o  du r é c e p t e u r  p u r i f i é  5000 f o i s  e s t  calcium dépendante. Ceci t end  

à montrer que l e  r é c e p t e u r  à g l u c o c o r t i c o ï d e  e s t  une phosphoprotéine.  

1.2 - U t i l i s a t i o n  des  a n t i c o r p s  mono e t  pgdyclonaux ....................... ---------- ------- 
Le r écep teu r  t ransformé p u r i f i é  (1 0-30 % d'homogénéité) a 

permis l ' o b t e n t i o n  d ' a n t i c o r p s ,  polyclonaux d'abord, pu is  monoclonaux, 

dont l ' u t i l i s a t i o n  p r i n c i p a l e  a é t é  l a  l o c a l i s a t i o n  immunocytochimique 

du r écep teu r  à g lucoco r t i co ldes  (Eisen,  1982 ; Okret,  1983 ; Antakly 

e t  a l . ,  1984). Ces é tudes  ont  montré que l e  r écep teu r  e x i s t e  sous une - 
forme n u c l é a i r e  (Govindan, 1980 ; Antakly e t  a l .  1984). I ls  on t  

également permis de nombreuses é tudes  s u r  des  récepteurs  de c e l l u l e s  

de lymphome de  s o u r i s  ( W e s t ~ h a l  e t  a l . ,  19 80 ) e t  permis de montrer 

que l e  r é c e p t e u r  p o u r r a i t  ê t r e  un hétéropolymère (Gustaffson,  commu- 

n i c a t i o n  pe r sonne l l e ) .  

Le groupe de  Gustaffson (Okret e t  a l . ,  1981 ; Car l s t ed t -  

Duke, 1979 ; Gustaf fson ,  1984) o n t  u t i l i s é  un a n t i c o r p s  po lyc lona l  

pour i d e n t i f i e r  d i f f é r e n t s  domaines du r écep teu r  t ransformé a p r è s  

l 'emploi  d'enzymes p ro t éo ly t iques  s u r  du cy toso l  incubé. Le r écep teu r  

à g lucoco r t i co?des  peut  ê t r e  d i v i s é  en t r o i s  sous-uni tés  p a r  protéo- 

l y s e  l i m i t é e  avec l a  t r y p s i n e  ou l a  chymotrypsine. Il e s t  p o s s i b l e  

de c a r a c t é r i s e r  a i n s i ,  une p a r t i e  responsable  de l ' a c t i v i t é  de  

l i a i s o n  au s t é r o ï d e  (domaine A ) ,  l e  domaine l i a n t  l e  DNA (domaine B) 

e t  l a  p a r t i e  immunoréactive (domaine C) ( v o i r  paragraphe 1-4 pour 



f i g u r e ) .  Les a u t e u r s  i s o l e n t  4 formes a p r è s  p ro t éo lyse ,  une forme d e  

6 nm d e  rayon d e  Stokes comportant l e s  domaines A-B-C, une forme de  

3 nm comportant l e s  domaines A-B, l e  domaine imrnunoréactif de 2,6 nm 

e t  e n f i n  une forme de 2 nm, obtenue a p r è s  d iges t i on  du complexe de  

3 nm q u i  ne  possède p lus  que l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  au r écep teu r .  La 

forme d e  2 nm rep ré sen t e  l e  méro-récepteur.  

1.3 - Pro téo lyse  l i m i t é e  du r écep teu r  p u r i f i é  ------- ------------------ ----- ------ 

Wrange e t  a l .  (1984) on t  u t i l i s é  un r écep teu r  p u r i f i é  couplé  - 
cova len t i e l l emen t  à l ' a c é t o n i d e  de t r iamcinolone r a d i o a c t i f  par  

p h o t o a f f i n i t é  pour l e  soumettre  à l ' a c t i o n  de l a  t r y p s i n e  ou de l a  

chymotrypsine. Il a p p a r a î t  a i n s i  un fragment de 39 kDa q u i  r e t i e n t  

l 'hormone e t  e s t  capable  de se l i e r  au DNA-cellulose. Le fragment 

39 kDa n ' e s t  p l u s  capable  de l i e r  l e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c o n t r e  l e  

94 kDa. Ce fragment 39 kDa peu t  encore ê t r e  dégradé p a r  l a  t r y p s i n e  

mais pas  p a r  l a  chymotrypsine pour donner deux fragments  de 25 e t  

27 kDa l i a n t  l 'hormone. Ces r é s u l t a t s  concordent avec ceux obtenus 

l o r s  de  l ' emplo i  de l a  p ro t éo lyse  l i m i t é e  s u r  du cy toso l  

1.4 - Modèle de r écep teu r  t ransformé -------------- --------------- 
L'emploi de l a  p ro t éo lyse  l i m i t é e  e t  des a n t i c o r p s  

(Carlstedt-Duke, 1982 ; Gustaf fson ,  1384) permet de donner un modèle 

de r é c e p t e u r  dans s a  forme 92 + 2 kDa ( v o i r  f i g u r e  n o  19) .  - 

1.5 - L i a i s o n  au DNA - u t i l i s a t i o n  du modèle MMTV ........................................... 

L'express ion  du v i r u s  tumoral d e  l a  glande mammaire de 

s o u r i s  (MMTV) chez des  c e l l u l e s  en c u l t u r e  e s t  reconnue comme un 

modèle important  pour l ' é t u d e  du mécanisme d ' ac t i on  des  hormones 

g l u c o c o r t i c o i d e s  (Ringold e t  a l . ,  1975). Les expériences  de clonage 

e t  de t r a n s f e r t  du gène p r o v i r a l  ont montré que l a  séquence de DNA 

responsable  de 1' induc t ion  hormonale du MMTV e s t  p r é s e n t e  à 1' i n t é r i e u r  



Tryps ine  o(chymo t r y p s i n e  

Papaïne  Tryps ine  

e x t r a i t  lysosomal Papaïne  

e x t r a i t  lysosonial 

F i g u r e  n o  19 : Modèle d e s  d i f f é r e n t s  domaines f o n c t i o n n e l s  du rcceptcur-  

à g l u c o c o r t i c o ï d e s  s e l o n  Gus ta f s son  e t  a l  (1984) .  

A : domaine c o n t e n a n t  l e  s i t e  d e  l i a i s o n  aii s t 6 r o ï d c  

B : domaine c o n t e n a n t  l e  s i t e  d e  l i a i s o n  au DVA 

C : domaine c o n t e n a n t  l e  d é t e r m i n a n t  immunologiquc 



du provi rus  (Hynes e t  a l . ,  1383). Des molécules chimériques contenant  

des  séquences r é p é t i t i v e s  te rmina les  longues (LTR) du MMTV l i é e s  

avec d i f f é r e n t s  gènes ont  é t é  c o n s t r u i t e s  e t  u t i l i s é e s  pour montrer 

que l e s  gènes s i t u é s  en 3'  du LTR du MMTV é t a i e n t  i n d u c t i b l e s  par  

l'hormone. La séquence du LTR du MMTV comprend 1328 p a i r e s  de  bases  

e t  l e  s i t e  d ' i n i t i a t i o n  du RNA s e  t rouve  p rè s  de l a  p a r t i e  3 '  du 

LTR (Rousseau, 1984a, 1984b ; Groner e t  a l . ,  1983 ; M i l l e r  e t  a l . ,  

1984 ; Fase l  e t  a l . ,  1982 ; Geisse e t  a l . ,  1982 ; Sche ide re i t  e t  a l . ,  

1983 ; I s r a e l ,  1985).  Sche ide re i t  e t  Beato (1984), l e s  premiers,  ont 

montré p a r  des techniques de "Foot-printing", q u ' i l  e x i s t e  des  zones 

pro tégées  c o n t r e  l ' a c t i o n  d e  l a  DNase 1 lorsque  l e  récepteur  t rans-  

formé e t  p u r i f i é  e s t  p ré sen t .  Parmi l e s  4  hexanucléot ides  TGTTCT 

pro tégés  c o n t r e  l ' a c t i o n  de  l a  DNase, deux sont  capables  de l i e r  

for tement  l e  r écep teu r  à g lucocor t i co ldes  e t  l e s  deux a u t r e s  p lus  

fa ib lement .  Le r écep teu r  à proges té rone  transformé e s t  également 

capable  d e  l i e r  c e t  hexanucléo t ide  avec c e t t e  cond i t i on  que l a  

séquence capable  d e  l i e r  for tement  l e  récepteur  à proges té rone  l i e  

fa ib lement  l e  r écep teu r  à glucocor t ico?des  e t  vice-versa (Von de r  Ahe 

e t  a l . ,  1985). Les e s s a i s  de  méthylat ion du N de l a  base purique 7 
des  r é s idus  guanine des fragments pa r  l e  d imé thy l su l f a t e  montrent que 

l e s  r é s i d u s  guanine -118, -174, -184, e n t r e  a u t r e s  son t  pro tégés  de 

l a  méthylat ion lo r sque  l e  r écep teu r  e s t  p résent  (Sche ide re i t  e t  a l . ,  

1984). Une étude a s s i s t é e  p a r  o rd ina t eu r  (vo i r  f i g u r e  n o  20 ) 

montre que l e s  guanines -174, -184, séparées par  10 + 1 p a i r e s  de - 
bases ,  e t  à cause d e  c e l a ,  l o c a l i s é e s  s u r  l e  même c ô t é  de l ' h é l i c e ,  

s o n t  s i t u é e s  dans l e  s i l l o n  majeur de  l a  double h é l i c e .  Il e s t  donc 

p o s s i b l e  d 'envisager  un c o n t a c t  e n t r e  l e s  deux r é s i d u s  guanine e t  

l e  r écep teu r .  Le groupe de  Beato a  é t é  l e  premier à d é c r i r e  un s i t e  

s p é c i f i q u e  de l i a i s o n  du r écep teu r  s u r  l e  DNA. Ce d e r n i e r  commence 

à ê t r e  c a r a c t é r i s é  mais l e  s i t e  de l i a i s o n  du DNA s u r  l e  r écep teu r  

ne  l ' e s t  pas  encore. 

2) Le r écep teu r  non transformé 

La p u r i f i c a t i o n  du récepteur  à glucocort ico?des non t rans-  

formé n ' a  pu ê t r e  poussée t r è s  l o i n  que grâce  à l ' emplo i  du molybdate 



M M T V  I 

F i g u r e  n o  20 : Schéma d e s  deux s i t e s  d e  l i a i s o n  à l ' i n t é r i e u r  de  

l ' é l é m e n t  r é g u l a t e u r  p a r  l e s  g l u c o c o r t i c o ~ d e s  

( S c h e i d e r e i t  e t  Bea to ,  1984) .  

La séquence n u c l é o t i d i q u e  e n t r e  -186 e t  -170 (à  

gauche) e t  -129 e t  -114 (à d r o i t e )  s o n t  r e p r é s e n t é e s  

sous  forme de  doub le  h é l i c e . L e s  b a s e s  p u r i q u e s  q u i  

. s o n t  p r o t é g é e s  c o n t r e  l a  m é t h y l a t i o n  p a r  l a  p résence  

du r é c e p t e u r  s o n t  i n d i q u é e s  p a r  l e s  t r i a r&&as  c l a i r s  

e t  c e l l e s  hyperméthylées  en  p r é s e n c e  du r é c e p t e u r  

p a r  l e s  t r i a n g l e s  n o i r s . L e s  c e r c l e s  en p o i n t i l l é  

i n d i q u e n t  l a  p o s i t i o n  du complexe H-R . 



de sodium t o u t  au long des manipulat ions (Lustenberger e t  a l . ,  1981 ; 

Govindan e t  a l . ,  1984 ; Grandics e t  a l . ,  1984 ; Idz iorek  e t  a l . ,  1985). 

Il f a u t  donc en t e n i r  compte pour l e s  paragraphes qu i  vont  su iv re .  

2.1 - ------------ C a r a c t é r i s t i q u e s  ---- ~hys i coch imiques  - --------- --- 

Tous l e s  a u t e u r s  déc r iven t  l e  r écep teu r  non t ransformé 

p u r i f i é  comme ayant  un c o e f f i c i e n t  de séd imenta t ion  de 8-9 S en 

fonc t ion  de l a  f o r c e  ionique du tampon ( F a i l l a  e t  a l . ,  1975 ; 

Lustenberger  e t  a l . ,  1981 ; Grandics e t  a l . ,  1984 ; Idz io rek  e t  a l . ,  

1985). Il a u r a i t  un rayon de Stokes de 5,1 nm pour Lustenberger  e t  a l .  

(1981), 6,O nm pour Grandics e t  a l .  (1984) e t  7,O nm pour Idz io rek  e t  a l .  

(1985). En présence  de  sérumalbumine, c e  rayon passe  de 6,O à 7,3 nm 

pour Grandics  e t  a l .  (1984). Cette d i v e r s i t é  p o u r r a i t  ê t r e  due à une 

dégrada t ion  du r écep teu r  a p p a r a i s s a n t  pendant l a  durée de l a  ge l  f i l -  

t r a t i o n .  Le r écep teu r  passé  s u r  PAGE-SDS a un poids  mo lécu la i r e  

apparent  d e  92 + 2 kDa  ailla e t  a l . ,  1975 ; Lustenberger  e t  a l . ,  - 
1981 ; Grandics  e t  a l . ,  1984 ; Idz io rek  e t  a l . ,  1985). Les a u t e u r s  

observent  également des bandes à 72 kDa  ovinda dan e t  a l . ,  1984),  

40 kDa (Govindan e t  a l . ,  1984 ; Grandics e t  a l . ,  1984) e t  24 kDa 

(Grandics e t  a l . ,  1984), capables  de  l i e r  l 'hormone e t  s épa rab l e s  

p a r  DEAE-cellulose. 

Contrairemqnt au r écep teu r  à proges té rone  où l a  n a t u r e  

hétéromérique du r écep teu r  p u r i f i é  en présence de  molybdate a é t é  

mise en év idence  en PAGE-SDS e t  paY a n t i c o r p s  monoclonaux (Renoir e t  a l . ,  

1984), il n ' a  pas  encore é t é  p o s s i b l e  de montrer l a  na tu re  

homomérique ou hétéromérique du r écep teu r  à g l u c o c o r t i c o ~ d e s  p u r i f i é  

en présence d e  molybdate. La  t a i l l e  molécula i re  du r écep teu r  ol igo-  

mérique v a r i e  de 260 kDa en f o r t e  f o r c e  ion ique  ( Idz iorek  e t  a l . ,  1385) 

à 303 kDa e n  f a i b l e  f o r c e  ion ique  (Grandics e t  a l . ,  1984), c e  qu i  

correspond au r écep teu r  non p u r i f i é  (280-330 k ~ a )  (sherman e t  a1. ,1983) .  



2.2 - R é c e ~ t e u r  non t rans formé  e t  échange d ' i o n s  ---- ............................ -------- 

En t o u t e  l o g i q u e ,  l a  f o r c e  i o n i q u e  d ' é l u t i o n  du r é c e p t e u r  

non t r a n s f o r m é  p u r i f i é  d o i t  ê t r e  s u p é r i e u r e  à c e l l e  du r é c e p t e u r  

t r ans formé  p u r i f i é .  Pour Govindan e t  a l .  (1 9781, e l l e  est  d e  0 , 2  M 

dans un tampon n e  con tenan t  pas  d e  molybdate,  pour Weisz e t  a l .  (19841, 

e l l e  est  d e  0 ,29 M d e  phosphate  d e  potass ium pour un r é c e p t e u r  s a n s  

molybdate  e t  d e  0 , 2 3  M pour  un r é c e p t e u r  dans  un tampon c o n t e n a n t  du 

molybdate.  Les  a u t e u r s  suggèren t  que l a  c h u t e  d e  l a  f o r c e  i o n i q u e  

n é c e s s a i r e  à l ' é l u t i o n  quand l e  molybdate e s t  p r é s e n t ,  e s t  due à 

une i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  du molybdate  avec l e  r é c e p t e u r .  Pour Grand ics  

e t  a l .  (19841, e l l e  e s t  également d e  0,23-0,26 M d e  KxP04 e n  p r é s e n c e  

de molybdate.  

2 .3  - Transformat ion  du RNT ..................... 

Le r é c e p t e u r  non t r a n s f o r m é  p u r i f i é  p a r  Grand ics  e t  a l .  

(1984) en p résence  d e  molybdate est passé  s u r  une co lonne  d e  Sephadex 

G25 pour  e n l e v e r  l e  molybdate.  Le r é c e p t e u r  e s t  a l o r s  l égèrement  

t r ans formé  (18 2 ) .  Le molybdate i n h i b e  complètement c e t t e  t r a n s f o r -  

mat ion.  Grand ics  pense  que l e  molybdate  empêcherai t  un f a c t e u r  

c y t o s o l i q u e  d e  b a s  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  se s é p a r e r  du complexe. Pour 

é t a y e r  c e t t e  hypothèse ,  Grandics  t r a n s f o r m e  l e  r é c e p t e u r  p u r i f i é  

en p r é s e n c e  d e  c y t o s o l  préi-cubé avec  de l 'hormone r a d i o a c t i v e  e t  

montre q u ' i l  a c q u i e r t  a i n s i  l a  même c a p a c i t é  d e  t r a n s f o r m a t i o n  que 

l e  r é c e p t e u r  c y t o s o l i q u e ,  s o i t  45 %. 

Ce r é s u l t a t  semble c o n t r a i r e  à c e l u i  de  Govindan e t  a l .  

(1984) q u i  a r r i v e n t  à t r a n s f o r m e r  l e  r é c e p t e u r  p u r i f i é  e n  p r é s e n c e  d e  

molybdate avec un rendement de  70 % s a n s  a j o u t e r  d e  f a c t e u r s .  Le 

même t y p e  d e  t r a n s f o r m a t i o n  e s t  ob tenu  p a r  I d z i o r e k  e t  a l .  (1985). 

C - Conclus ion  

Le r é c e p t e u r  à g l u c o c o r t i c o î d e s ,  p u r i f i é  sous  sa forme 

monornérique ou mul t imér ique  r e s t e  encore  un inconnu. La séquence de  

l a  forme monomérique n ' e s t  pas  e n c o r e  connue, e t  l a  n a t u r e  d e s  s i t e s  



de l i a i s o n  du s t é r o ï d e  e t  du DNA non p lus .  

Pour Housley e t  P r a t t  (19831, l e  récepteur  semble ê t r e  

phosphorylé mais ne posséde ra i t  pas d ' a c t i v i t é  auto-phosphorylante,  

contrairement  à Miller-Diener e t  a l .  (1985) pour q u i  l ' a c t i v i t é  

phosphorylante du récepteur  p u r i f i é  e s t  s t é r o ï d e  e t  calcium dépen- 

dante .  

La forme multimérique, quant à e l l e ,  s e r a i t  un hétéropoly-  

mère q u i  c o n t i e n d r a i t  une ou p l u s i e u r s  sous-unités 98-100 kDa 

phosphorylées l i a n t  l e  s t é r o ï d e  e t  une ou p l u s i e u r s  sous-uni tés  

phosphorylées n e  l i a n t  pas l'hormone, l o r s q u e  l e  r écep teu r  e s t  p u r i f i é  

à p a r t i r  de c e l l u l e s  L de s o u r i s  (Housley e t  a l . ,  1983, 1985). Pour 

ces  mêmes c e l l u l e s ,  Beato o b t i e n t  deux bandes en PAGE-SDS. La bande 

97 kDa l i e  l'hormone e t  e s t  phosphorylée, l a  bande 90 kDa ne l i e  pas 

l 'hormone. Pour Beato, l a  bande 90 kDa s e r a i t  une forme dégradée 

de l a  bande 97 kDa, c a r  e l l e  e s t  reconnue comme l a  bande 97 kDa pa r  

l ' a n t i c o r p s  monoclonal d i r i g é  con t r e  l e  récepteur  (communication 

personnel le ) .  

La séquence r é p é t i t i v e  te rmina le  (LTR) du MMTV, a u s s i  bon 

modèle s o i t - e l l e ,  p résente  quand même un inconvénient ; e l l e  l i e  

également l e  r écep teu r  non transformé q u ' i l  s o i t  l i é  ou non à l 'hormone 

(Beato, communication personnel le )  . 
Il semble donc que 1 'é tude  du récepteur  transformé, s e u l ,  -.- 

ne s o i t  p lus  s u f f i s a n t e  pour expl iquer  l e  mécanisme d ' a c t i o n  d e  1' 

hormone e t  des récepteurs .  C ' e s t  pourquoi de  nombreuses équipes s e  

sont  tournées v e r s  l e  récepteur  non t ransformé e t  t e n t e n t  l a  

p u r i f i c a t i o n  pour essayer  d 'expl iquer  l e  mécanisme de l a  t ransformat ion .  



TRAVAUX EXPERIMENTAUX 

ET 

RESULTATS PERSONNELS 



SYNTHESE DU GEL D'AFPINITE 

La mise au p o i n t  d'un g e l  d ' a f f i n i t é  pour l a  p u r i f i c a t i o n  

du récepteur  à g lucocor t i co ïdes  du f o i e  de r a t  a  é t é  r é a l i s é e  il 

y  a  quelques années, au l a b o r a t o i r e ,  par  P a t r i c k  Lustenberger e t  a l .  

(1981). Les au t eu r s  o n t  opt imisé l a  technique d ' a c t i v a t i o n  à pH 

a l c a l i n ,  o n t  c h o i s i  l e  b ra s ,  l e  l i gand  e t  on t  mis au p o i n t  l a  

technique de  dosage des  fonc t ions  amines l i b r e s  po r t ées  p a r  l e  

g e l  (Lustenberger e t  a l . ,  1980a). 

Notre  r ô l e ,  dans un premier temps a  é t é  de compléter 

l e s  dosages des  fonc t ions  g r e f f é e s  après  a c t i v a t i o n  au B t C N  à pH 

a l c a l i n ,  c ' e s t - à -d i r e  de  doser  l e s  fonc t ions  cyanates  e t  imidocar- 

bonates  e t  de  doser  l ' a z o t e  t o t a l  du g e l .  Dans un second temps, nous 

avons t e s t é  une nouvel le  méthode d ' a c t i v a t i o n  au B r C N  à pH neut re ,  

c e t t e  f o i s .  

Le schéma généra l  de l a  synthèse du g e l  d ' a f f i n i t é  e t  

du dosage des  fonc t ions  g r e f f é e s  e s t  l e  su ivan t  : 

Act iva t ion  du support  pH a l c a l i n  
pH n e u t r e  

Dosage des 
cyanates  

Dosage des 
imidocarbonates 

F i x a t i o n  du b r a s  

Oxydation 
du l i gand  

F i x a t i o n  du l i gand  

Dosage des amines 
l i b r e s  

- 
Dosage des amines 

1 i b r e s  
Dosage du s t é r o ï d e  

1 i é  
Dosage de l ' a z o t e  

- t o t a l  



1) Activation du support 

Le support présentant les meilleures q u a 1  ités phys ico- 

chimiques à la fois pour les étapes de synthèse en milieu 

organique et pour une utilisation en chromatographie d'affinite 

est l'agarose sous forme de billes de Sepharose CL 4B. 11 s'agit cn 

fait d'un enchaînement de D-galactose et de 3-6-anhydro-L-galactosc~.  

La réticulation est due à l'action du dibromopropane. 

1.1 - Activation à pH alcalin ------------- --------- 

Le protocole utilisé est celui de Lustenberger et al. 

(1381). Ces auteurs ont optimisé les protocoles de Sharma et al. 

(1975) et de March et al. (1974). L'activation est effectuée par 

le BrCN dissous dans de l'acétonitrile, ce qui en permet une 

utilisation plus facile et un stockage à -20°C. Une syntlièse 

effectuée par P. Lustenberger (1980b) sur les réactifs employés 

lors de l'activation montre qu'ils sont généralement d'une uti- 

lisation peu aisée et souvent très toxiques. La base forte employke 

lors de l'activation est le phosphate de potassium 5PI. Son rôle 

est d'augmenter la nucléophilicité du support dans le but dc 

faciliter l'attaque du BrCN sur les ions alkoxydes formés 

(voir fig. no 1). 

Espèce réactive 

Figure no 1 : Activation en présence d'une base. 

Cependant, en milieu basique, 1' estercyanate (R  -0CN)  formé est 

instable et rapidement hydrolysé en carbamates inertes, imido- 

carbonates linéaires très peu réactifs et imidocarbonates cycliques 



peu réactifs (voir figure no 2). En milieu basique 95 Z de 1 'ester 

cyanate est hydrolysé. 

hydrolyse r- Fo-c -hrtt carbamate inerte 

. ,, . 1 r6arrany; t , Y'' 3.. 
O - c z N "  

intercaténaire .:.. 0 - C  - 0  ' '' imidocarbonate linéaire 
.. . ' très peu réactif 

estercyanate [ réarranyment :::;l 
( très  réactif)  intracaténaire .. OiC : N ~  imidocarbonate cyclique 

.. . . . .. peu réactif 

Figure no 2 : Hydrolyse à pH alcalin de l'ester cyanate . 
(d'après Kohn et wiichek, 1981). 

1.2 - Activation à EH neutre ------------- -------- 

La présence d'une quantité importante d'imidocarbonates 

peu réactifs et donc indésirables a amené Kohn et Wilchek (1982) 

à travailler à pH neutre, pH qui permet aux esters cyanates d'être 

stables pendant environ une heure, et de limiter ainsi l'hydrolyse 

en imidocarbonates. Cependant, à pH neutre, les groupements 

hydroxyles du Sepharose CL 4B sont très peu nucléophiles. Kohn et 

Wilchek ont alors augmenté l'électrophilicité du bromure de 

cyanogène en employant la triéthylamine comme agent de transfert 

des cyanates (voir figure no 3) 

' W 
C 

CNBr t TEA -t ,$ Br- . El Et t 

espèce réactive 

Figure no 3 : Activation au BrCN en présence de TEA. 



Figure n o  21 : Courbes étalons de l'incorporation 

des esters cyanates et des imidocarbonates. 



 emploi de l ' a c é t o n e ,  comme mi l ieu  r éac t ionne l ,  permet 

de b a i s s e r  l a  température à -15OC e t  d'augmenter a i n s i  l a  s t a b i -  

l i t é  de l ' e s t e r  cyanate  obtenu. 

Kohn e t  Wilchek ont  é t u d i é  l ' i n c o r p o r a t i o n  d ' e s t e r s  

cyanates  a c t i f s  s u r  l e  Sépharose 4B en fonc t ion  de l a  q u a n t i t é  de 

BrCN a j o u t é e  dans l e  mi l i eu  r éac t ionne l  s u r  une gamme t r è s  l a r g e  

a l l a n t  jusqu 'à  40 mg de BrCN par  gramme de Sepharose 4B égout té .  

La q u a n t i t é  de  bromure d e  cyanogène employée au labora-  

t o i r e  (7,5 mg par  m l  de g e l  égout té )  l o r s  de l ' a c t i v a t i o n  à pH 

a l c a l i n  e s t  f a i b l e ,  mais e l l e  a  é t é  c h o i s i e  pour l e  g re f f age  du 

s t é r o ï d e  à un taux opt imal  permettant  à l a  f o i s  une bonne adso rp t ion  

e t  une bonne é l u t i o n  du r écep teu r  à g lucocor t i co ïdes .  Les a u t e u r s  

ayant  montré que l ' a c t i v a t i o n  à pH n e u t r e  é t a i t  au minimum d i x  

f o i s  p lus  e f f i c a c e  que l ' a c t i v a t i o n  à pH a l c a l i n ,  il é t a i t  néces- 

s a i r e  d ' é t u d i e r  l ' i n c o r p o r a t i o n  d ' e s t e r s  cyanates  dans une zone 

de f a i b l e  a c t i v a t i o n .  Les q u a n t i t é s  de  B r C N  c h o i s i e s  ont  é t é  de  

0,2,  1 e t  5 mg par  m l  de  g e l  égou t t é  e t  l e  temps de r é a c t i o n  e s t  

de 2 minutes.  Les r é s u l t a t s  obtenus montrent que 1' inco rpora t ion  
+ 

du CN à pH n e u t r e  e s t  une fonc t ion  l i n é a i r e  de l a  q u a n t i t é  d e  

BrCN a jou tée .  Il e s t  à remarquer que, q u e l l e  que s o i t  l a  q u a n t i t é  de 

B r C N  a j o u t é e  au mi l ieu  r éac t ionne l ,  l ' hyd ro lyse  de l ' e s t e r c y a n a t e  

en imidocarbonate e s t  f a i b l e  e t  q u ' e l l e  s e  s t a b i l i s e  au tour  d e  

1 umole pa r  m l  de g e l  égout té ,  s o i t  envi ron  d i x  f o i s  moins que l o r s  

de  l ' a c t i v a t i o n  à pH a l c a l i n .  A l a  vue  de l a  courbe é t a lon  é t a b l i e  

dans ces  cond i t i ons ,  il a p p a r a î t  qu'une q u a n t i t é  de 0 ,7  mg de  BrCN 

par  m l  de g e l  e s t  suff  i s a n t e  pour o b t e n i r  de  0 ,5  à 0,6  ymole d ' e s t e r  

cyanate  pa r  m l  de g e l .  La q u a n t i t é  employée e s t  d ix  f o i s  moindre 

que c e l l e  u t i l i s é e  l o r s  de l ' a c t i v a t i o n  à pH a l c a l i n .  50 m l  d e  

g e l  ont  é t é  a c t i v é s  e t  nous obtenons l e s  r é s u l t a t s  su ivants  

Imidocarbonate 
   mol el ml de g e l  

1,57 

B r C N  
(mglm1 de g e l )  

0, 7  

CN+ 
(ymolelml g e l )  

O, 38 



1.3 - Taux de g r e f f a g e  théor ique  -------- ----- -------- -- 
Comme nous l ' avons  d i t  précédemment, l ' e s t e r c y a n a t e  

e t  l ' imidocarbonate  n ' on t  pas  l a  même r é a c t i v i t é .  Kohn e t  Wilchek 

(1981) ont  montré  que l e  rendement de  couplage de  l a  méthionine 

s u r  un g e l  n e  contenant  que des e s t e r s  cyana tes  v a r i a i t  au tou r  de  

80 %, e t ,  que l a  l i a i s o n  de l a  méthionine s u r  un g e l  soumis à 1' 

a c t i o n  de l a  soude 0,1 N pendant 10 min, ne p o r t a n t  donc p l u s  que 

des  fonc t ions  imidocarbonates,  n ' a v a i t  p lus  qu'un rendement d e  

15 %. Ce son t  c e s  rendements que nous u t i l i s e r o n s  pour l e  c a l c u l  du 

taux de g r e f f a g e  théor ique  du b ra s  diaminé s u r  l e s  fonc t ions  

a c t i v é e s ,  c e  q u i  donne l a  formule s u i v a n t e  : 

Capaci té  t o t a l e  = A [ e s t e r s  c y a n a t e d  + B 
de couplage 

avec A = 0,8  e t  B = 0,15  

2) Fixa t ion  du b r a s  

E l l e  s u i t  l e  p ro toco le  de March e t  Cuatrecasas  (1974), 

pour l e s  deux types  de g e l ,  e l l e  s e  f a i t  à pH a l c a l i n .  La n a t u r e  

du b r a s  espaceur ,  t a n t  par  s a  longueur que par  son c a r a c t è r e  hydro- 

p h i l e  ou hydrophobe, i n f l u e  s u r  l e s  r é s u l t a t s  de  l ' é t a p e  de  chroa- 

t og raph ie  d ' a f f i n i t é .  Truong e t  a l .  (1973) u t i l i s e n t  un b r a s  a l i -  

pha t ique  de longueur  v a r i a b l e  pour l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  

à o e s t r a d i o l ,  l a  t a i l l e  opt imale  é t a n t  de 10 carbones.  Le r é c e p t e u r  

à g l u c o c o r t i c o ï d e s  a  é t é  p u r i f i é  avec un ge l  d ' a f f i n i t é  dont l e  

b r a s  espaceur comporte un noyau benzénique  ailla e t  a l . ,  1975). 

~ u s t e n b e r g e r ( l 9 8 0 b )  a  montré qu'un b r a s  hydrocarboné a l i p h a t i q u e  

comportant neuf atomes de carbone a v a i t  une c a p a c i t é  d ' adso rp t ion  

p l u s  f o r t e  que l e s  b r a s  a l i p h a t i q u e s  de longueur p lu s  f a i b l e ,  que l e s  

b r a s  p lu shydroph i l e s  comportant une amine secondai re  ou que des 

b r a s  renfermant un noyau aromatique, dans l e  c a s  de  l a  p u r i f i c a t i o n  
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Figure no 22 : Réactions de couplage du bras avec les 

fonctions activées au BrCN.  



du r écep teu r  à glucocor t ico ïdes .  Le b r a s  c h o i s i  e s t  l a  diamino- 

nonane. La f i g u r e  22 i l l u s t r e  l e s  d i f f é r e n t s  c a s  de couplage du 

b r a s  avec l e s  fonc t ions  a c t i v é e s .  

3)  Oxydation periodique du s t é r o ï d e  

Lustenberger e t  a l .  (1 981) ont  u t i l i s é  l a  dexaméthasone 

comme l igand ,  parce que l e s  modi f ica t ions  s u r  l e  carbone 21 du 

s t é r o ï d e  son t  l e s  plus  f avo rab le s  à l ' u t i l i s a t i o n  du d é r i v é  en 

chromatographie d ' a f f i n i t é  a i n s i  que l e  montrent l e s  r é s u l t a t s  

de  l a  mesure de  l ' a f f i n i t é  de d i f f é r e n t s  s t é r o ï d e s  modif iés  vis-à- 

v i s  des c e l l u l e s  tumorales HTC (Rousseau e t  a l . ,  1977 ; Lustenberger  

e t  a l . ,  1981) ont  montré que des d é r i v é s  aminés du s t é r o ï d e  ga rda i en t  

une a f f i n i t é  s u f f i s a n t e  pour ê t r e  employés en chromatographie. 

Le carbone 21 de  l a  dexaméthasone e s t  p o r t e u r  d 'une 

fonc t ion  a l coo l ique  pr imai re ,  s u s c e p t i b l e  d ' ê t r e  e s t é r i f i é e  pa r  un 

d i ac ide .  La fonc t ion  a c i d e  non e s t é r i f i é e  e s t  a l o r s  couplée à l a  

fonc t ion  amine du b ra s  espaceur.  Les e s s a i s  e f f e c t u é s  en c e  sens 

(S ica  e t  a l . ,  1979 ; Hubener e t  a l . ,  1954) montrent l ' inconvénient  

d e  c e  type de l i a i s o n  en chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  un cy toso l  

contenant  des  e s t é r a s e s .  C ' e s t  pourquoi, une l i a i s o n  de type  amide, 

p l u s  s t a b l e ,  a  é t é  p ré fé rée .  Mais l a  formation d'une l i a i s o n  de c e  

type  n é c e s s i t e  l a  présence s u r  l e  s q u e l e t t e  s t é r o l d i e n  d'une 

f o n c t i o n  carboxylique. Cel le -c i  e s t  rendue p o s s i b l e  par  l ' e x i s -  

t ence  en 1 7 4  des g lucocor t i co ïdes ,  du mail lon -CO-CH20H, f a c i l e -  

ment oxydable pa r  l ' a c i d e  per iodique  (Lustenberger e t  a l . ,  1981) 

( v o i r  f i g u r e  n o  23). 

4) Yixat ion de  l'hormone oxydée 

L'agent a c t i v a t e u r  généralement u t i l i s é  l o r s  du couplage 

e s t  un carbodiimide. L'atome de carbone de ce  d e r n i e r  correspond 

à l ' é t a t  d 'hybr ida t ion  sp. 11 peut donner l i e u  à des  add i t i ons  

é l e c t r o p h i l e s ,  en p a r t i c u l i e r  avec l e s  ac ides  carboxyliques.  Les 

a c i d e s  a i n s i  a c t i v é s  peuvent ê t r e  aisément s u b s t i t u é s  par  des  



1 : Dexaméthasone 

II : Dexaméthasone oxydée (DXO) 

III : Ester activé 

IV : 17 6-carboxamide 

Figure n o  23 : Schéma de couplage du stéroïde à l'amine libre du gel. 



r é a c t i f s  peu nuc léophi les  (vo i r  f i g u r e  ci -dessous) .  

La dicyclohexylcarbodiimide (DCCX) eGPloyée se t ransforme l o r s  

d e  l a  r é a c t i o n  de couplage en d icyc lohexylurée  i n so lub le ,  q u i  e s t  

f a c i l e  à é l i m i n e r .  

R:?-O-C=N-R + R'LNH~  - R ~ C O N H - R "  + R-NH-C-NH-R 
I 
NH-R 8 

La méthode d e  couplage au b r a s  diaminé e s t  e f f e c t u é e  en deux 

temps. La dexaméthasone oxydée (DXO) est d'abord a c t i v é e  en pré- 

sence  de D C C I  e t  d'HOBT (hydroxybenzotr iazole)  en l é g e r  excès ,  à 

4°C e t  en m i l i e u  té t rahydrofurane  ( v o i r  f i g u r e  no  23  ).  La 

r é a c t i o n  est  s u i v i e  en  chromatographie couche mince. L ' e s t e r  

a c t i v é  ( I I I )  est i s o l é  p a r  f i l t r a t i o n ,  pu i s  a j o u t é  au ge l  aminé 

à r a i s o n  de  2 , 5  fimoles d ' e s t e r  p a r  m l  de  g e l ,  c e  qu i  correspond à un 

excès de 2 à 5 f o i s  p a r  rappor t  à l ' amine  l i b r e .  L e  couplage e s t  



r é a l i s é  dans l e  diméthylforrnamide qu i  e s t  un me i l l eu r  so lvan t  que 

l e  té t rahydrofuranne.  

5) Dosages des  fonc t ions  g r e f f é e s  

Ces dosages sont  importants  p u i s q u ' i l s  permettent  de 

p révo i r  l a  marche à s u i v r e  à chaque é t ape  de s u b s t i t u t i o n  du g e l  e t  

de  p révo i r  l e s  q u a l i t é s  "biologiques" du g e l  d ' a f f i n i t é  à l a  f i n  de  

l a  synthèse.  

La synthèse  s e  f a i s a n t  en t r o i s  é tapes ,  l e s  dosages 

s e  f o n t  d e  même, comme l e  montre l e  schéma généra l  p r é s e n t é  

au début du chap i t r e .  

5.1 - Dosage des e s t e r s  cyanates  ---- ------ 
Il repose s u r  l a  r é a c t i o n  co lo rée  des e s t e r s  cyanates  

avec l a  py r id ine  e t  l ' a c i d e  d iméthylbarb i tur ique  ( r é a c t i o n  de 

Konig) (Kohn e t  Wilchek, 1981). L ' é t ape  c r u c i a l e  e s t  l ' a t t a q u e  

é l e c t r o p h i l e  du -O-C N s u r  l a  pyr id ine .  E l l e  conduit  à une rup tu re  

du cyc le  py r id iny l  e t  à l a  formation d'un aldéhyde g lu taconique .  

C e t t e  r é a c t i o n  e s t  responsable  également du dépar t  du groupement 

cyanhydrique de l a  r é s i n e  par  formation d 'une amine cyanhydrique 

( v o i r  f i g u r e  24 e t  tableau r é c a p i t u l a t i f ) .  L 'acide diméthylbarbi- 

t u r ique  n ' é t a n t  pas  commercial, nous l ' avons  remplacé p a r  l ' a c i d e  

b a r b i t u r i q u e  en conservant  l e  c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  mola i r e  

du premier p rodu i t .  Ces dosages r e s t e n t  néanmoins q u a n t i t a t i f s .  

5 .2  - Dosage des imidocarbonates ---- ..................... 
L'ammoniac obtenu p a r  hydrolyse e s t  dosé par  l a  méthode 

à l a  ninhydrine e t  à l ' hyd r indan t ine ,  dans l a q u e l l e ,  a p r è s  r é a c t i o n  

avec l'ammoniac, l ' hyd r indan t ine  en excès r é a g i t  avec l e  formal- 

déhyde a j o u t é  pour donner une c o l o r a t i o n  b l eue ,  dont l ' absorbance  

e s t  mesurée à 570 nm. 

Sur l e s  t r o i s  p rodu i t s  majeurs (carbarnates, imidocar- 

bonates e t  e s t e r s  cyanates)  r é s u l t a n t  de l ' a c t i v a t i o n  p a r  l e  bromure 

de cyanogène, s e u l s  l e s  imidocarbonates s o n t  hydrolysés  rapidement 

à pH 1 ,  s e lon  l e  mécanisme su ivant  (1) 



F i g u r e  n o  24 : Dosage des e s t e r  c y a n a t e s .  

Mécanisme de  l a  fo rmat ion  du complexe 

c o l o r é  p a r  l a  r é a c t i o n  de  Konig. 



R-O, 
,C=NH + w+ H20 + R-"-C=O + NI$ 

R-O R-O' 

En p r inc ipe ,  l e s  carbamates peuvent a u s s i  ê t r e  soumis à une 

hydrolyse ac ide .  Cependant l a  r éac t ion  (2) 

e s t  t r è s  l e n t e  à pH 1 e t  négl igeablecdans l e s  condi t ions  de l a  

r éac t ion .  

Les e s t e r s  cyanates ,  quant à eux sont hydrolyss  en 

carbamates par  des  ac ides  f o r t s ,  c e  q u i  nous r epo r t e  au cas  de 

f i g u r e  ci-dessus (2 ) .  

Comme l e s  imidocarbonates,  l e s  carbamates e t  l e s  e s t e r s  

cyanates  r ep ré sen ten t  l a  presque t o t a l i t é  de l ' a z o t e  contenu 
+ 

dans l e  g e l ,  l a  q u a n t i t é  de NH obtenue l o r s  de l ' hyd ro lyse  a c i d e  4 
p a r  l ' H C 1  0,1 N peut  ê t r e  cons idérée  comme due à l a  q u a n t i t é  

d ' imidocarbonates  p ré sen t s  s u r  l a  r é s i n e  (Kohn e t  Wilchek, 1981).  

5.3 - Dosage de l ' a z o t e  t o t a l  ---- ------------------ 
L'ammoniac e s t  obtenu par  m i n é r a l i s a t i o n  du g e l  en 

présence de H SO concentré  (méthode de  Kje ldahl ) .  L'ammoniac 2 4 
e s t  dosé comme d é c r i t  ci-dessus par  Kohn e t  Wilchek, 1981) .  

Dosage des  amines l i b r e s  des  b ra s  po r t é s  par  l e  g e l  -__- ............................. ------ ------ -- 
Ce dosage e s t  important parce q u ' i l  a s s u r e  l e  l i e n  e n t r e  

l a  connaissance du s t é r o ï d e  f i x é  s u r  l a  mat r ice ,  e s s e n t i e l l e  quant  

à l ' adsorp t ion  e t  l ' é l u t i o n  du ma té r i e l  b io logique  à p u r i f i e r ,  et 



F i g u r e  no 25 : P r i n c i p e  d e  l a  méthode d e  dosage d e s  

amines l i b r e s  d ' a p r è s  Schmidt e t  Walker. 



l a  première é tape  d ' a c t i v a t i o n  au bromure de  cyanogène, q u i  

condi t ionne t o u t e s  l e s  é tapes  u l t é r i e u r e s .  

C e t t e  méthode permet, de  p lus ,  de donner une es t imat ion  

du l i gand  f i x é  s u r  l e  b r a s  par  l e  dosage des groupements aminés 

l i b r e s  avant  e t  ap rè s  couplage du s t é r o ï d e  a c t i v é .  

Le p ro toco le  u t i l i s é  e s t  c e l u i  de Schmidt e t  Walker (1977) 

modif ié  pa r  Lustenberger  e t  a l .  (1980a). Il repose s u r  l a  formation 

d'une base de  Schiff  e n t r e  l ' amine  l i b r e  du support  s o l i d e  e t  l a  

2-hydroxy-1-naphtaldéhyde. Après lavage du g e l ,  l a  base e s t  dépla- 

cée  par  l a  benzylamine avec l a q u e l l e  e l l e  forme une nouvel le  

base  de Sch i f f  so lub le ,  qu i  peut  ê t r e  déterminée par  spectropho- 

tomét r ie  ( v o i r  f i g u r e  n 0 2 5  >. 
5.5 - Dosage du l i gand  f i x é  s u r  l e  g e l  ---- ------- ---------------- -- 
L'emploi d 'un l igand  r a d i o a c t i f  à dose t raceuse  

( ~ H J  DxO/DXO =  IO-^) permet un dosage rap ide  e t  e f f i c a c e  du 

groupement f i x é  s u r  l e  g e l .  Le dosage e s t  e f f e c t u é  c o n t r e  un g e l  

témoin non g r e f f é  auquel on r a j o u t e  une q u a n t i t é  connue de l i gand  

r a d i o a c t i f .  

La d i s p a r i t i o n  d'amines l i b r e s  ap rè s  l e  couplage du 

s t é r o ï d e  permet de donner à l a  f o i s ,  l a  q u a n t i t é  de s t é r o ï d e  

f i x é  su r  l e  b r a s ,  a i n s i  que l a  q u a n t i t é  de s t é r o î d e  f i x é  s u r  l e s  

fonc t ions  du g e l ,  s u s c e p t i b l e s  de  r é a g i r  avec l a  fonc t ion  carboxy- 

l i q u e  du s t é r o ï d e  oxydé (en m a j o r i t é  des groupements hydroxyles) .  

Tous l e s  dosages d é c r i t s  ci-dessus on t  é t é  regroupés 

dans l e  tab leau  r é c a p i t u l a t i f .  Une f i g u r e  d'ensemble montre 

également t o u t e s  l e s  fonc t ions  p ré sen te s  s u r  l e  g e l  d ' a f f i n i t é  au 

cours  e t  à l a  f i n  de s a  synthèse.  

6) S t a b i l i t é  du g e l  

Le second avantage de l ' u t i l i s a t i o n  d 'un l igand  

r a d i o a c t i f  e s t  l e  c o n t r ô l e  au cours  du temps de  l a  s t a b i l i t é  du 

g e l .  La l i b é r a t i o n  de r a d i o a c t i v i t é  dans l e  mi l i eu  de conservat ion 

du g e l  d ' a f f i n i t é  peut  ê t r e  due s o i t  à l ' hyd ro lyse  de l a  l i a i s o n  



bras-ligand de la liaison bras support ou à l'hydrolyse des 

sucres du gel. 

L'absence de radioactivité contenue dans le milieu de 

conservation, constatée au cours de vérifications périodiques, a 

permis de confirmer la bonne tenue mécanique et physicochimique 

d'un ligand greffé dans les conditions décrites ci-dessus. 

7) Discussion 

Le récepteur à glucocorticoldes du foie de rat a été 

purifié presque à homogénéité avec un protocole en trois étapes. 

La chromatographie d'affinité en est l'étape principale ; c'est 

pourquoi une attention particulière est portée à la fabrication 

du gel d'affinité. Comme l'ont montré Lustenberger et al. (19811, 

plusieurs points sont essentiels à l'obtention d'un adsorbant bio- 

spécifique convenable. Premièrement, un dérivé de la dexaméthasone 

a été choisi comme ligand à cause de sa haute spécificité et de 

son affinité. De plus, un long bras aliphatique de neuf carbones 

lié au stéroïde par une liaison stable de type amide semble 

nécessaire pour augmenter les propriétés d'adsorption sur le gel. 

Un contrôle du degré de substitution du gel paraît également 

nécessaire à l'optimisation de l'adsorption et de l'élution du 

récepteur. Ces dernières sont optimales lorsque le gel est peu 

dérivé (0,2 - 0,5 umole de stéroïde par ml de gel humide). Grâce 

aux contrôles analytiques systématiques, le gel d'affinité semble 

bien défini et donne peu d'interactions ioniques et hydrophobes 

car la concentration en amines libres résiduelles est faible ainsi 

que la concentration de tous les autres dérivés (voir Tableau 

général des fonctions greffées). La forte concentration en 

amidocarbonates (8,3 umoles/ml de gel humide) est due à l'acti- 

vation au BrCN en milieu très alcalin. Les groupes sont très labiles 

et se transforment spontanément en carbamates inertes inutilisables 

pour un couplage ultérieur. La formation d'imidocarbonates peut 
,. etre évitée en activant le gel à pH neutre en présence d'un agent 

de transfert des cyanates tel que la triéthylamine (Kohn et 
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Wilchek, 1982). Les e s s a i s  e f f e c t u é s  en c e  sens montrent q u ' i l  en 

e s t  presque a i n s i .  La formation des imidocarbonates peut  ê t r e  

l i m i t é e  à envi ron  1 pmole pa r  m l  de g e l  humide ( v o i r  t ab leau  

géné ra l  e t  v o i r  f i g u r e  n o  21 ). C e t t e  méthode a  de p lu s  l ' avan-  

t age  d ' ê t r e  env i ron  d i x  f o i s  p l u s  e f f i c a c e  que l a  méthode à pH 

a l c a l i n  quand on compare l a  q u a n t i t é  de BrCN a j o u t é e  par  r appor t  

à l a  q u a n t i t é  d ' e s t e r c y a n a t e  p rodu i t e  ( v o i r  t ab l eau ) .  Pour c e s  

r a i s o n s ,  50 m l  d e  g e l  on t  é t é  a c t i v s  à pH neut re .  La concen t r a t i on  p l u s  

f o r t e  (1,57 pmole/ml de g e l )  observée en imidocarbonates e s t  

cer ta inement  due à un réarrangement des  cyana tes  p l u s  important 

occasionné par  l a  f o r t e  q u a n t i t é  de g e l  manipulée. La première 

conséquence en es t  l a  chute  d e  l a  p résence  d ' e s t e r c y a n a t e  a t t endue  

(0,38 pmole au l i e u  de 0 ,6 )0 ,8  p r é v i s i b l e s )  e t  donc une p l u s  f a i b l e  

c a p a c i t é  de g r e f f a g e  théor ique .  La seconde p lus  grave ,  e s t  l e  f a i b l e  

taux de  g re f f age  du s t é r o ï d e  s u r  l e  b r a s  (0,08 pmole de s t é r o ï d e /  

m l  de  g e l  humide. Ce r é s u l t a t  é t a i t  d é j à  p r é v i s i b l e  au  moment du 

c a l c u l  de l a  c a p a c i t é  de g r e f f a g e  t héo r ique  puisque l ' o n  remarque 

qu ' à  taux  de g r e f f a g e  t r o i s  f o i s  p lu s  f a i b l e  (0,54 pmole pour l e  

g e l  a c t i v é  à pH n e u t r e  e t  1,68 pmole pour  l e  g e l  a c t i v é  à pH a l c a l i n )  

correspond à un t aux  de s t é r o ï d e  g r e f f é  3  f o i s  p lu s  f a i b l e  (0,08 pour 

0 , 3  pmole par  m l  d e  g e l  humide). Pour tan t  l a  syn thèse  de c e  g e l  m é r i t e  

d ' ê t r e  poursu iv ie  ne  s e r a i t - c e  qu 'à  cause de l a  f a i b l e  q u a n t i t é  

d ' imidocarbonates  p ré sen t s .  

Le g e l  d ' a f f i n i t é  p réparé  p a r  l a  méthode convent ionne l le  

donne pour tan t  d ' e x c e l l e n t s  r é s u l t a t s  s i  on l e  compare aux g e l s  

d ' a u t r e s  au teurs .  

Les g e l s  u t i l i s a n t  l a  déoxycor t icos té rone  comme l i g a n d  

ont  é t é  récemment u t i l i s é s  pour l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  

(Weisz e t  a l . ,  1984 ; Grandics e t  a l . ,  1984). Les f a c t e u r s  de 

p u r i f i c a t i o n  obtenus ,  beaucoup p lus  f a i b l e s  (100-200 au l i e u  de 

800-900 pour n o t r e  g e l )  son t  probablement dûs au choix de l a  

déoxycor t icos té rone  dont l ' a f f i n i t é  pour l e  r écep teu r  e s t  beaucoup 

p lus  f a i b l e  que l a  dexaméthasone. Le choix  du b r a s  de  l i a i s o n  e t  

du t aux  é levé  de g r e f f a g e  du s t é r o ï d e  s u r  l e  g e l  peut  également ê t re  

d i s c u t é .  Ce taux é l e v é  (5 p l l m 1  de g e l )  o b l i g e  Govindan (1984) 

avec un g e l  semblable  au n ô t r e ,  à d i l u e r  son g e l  au 1 /5  pour 

pouvoir  e f f e c t u e r  correctement  l a  chromatographie. Le choix de 



Govindan d ' u t i l i s e r  l e  pro tocole  d é c r i t  pa r  Lustenberger  e t  a l .  (1981) 

a  é t é  cer ta inement  d i c t é  par  l e  f a i t  que l e s  précédentes  u t i l i s a t i o n s  

de l i gands  e t  de b r a s  v a r i é s  n ' é t a i e n t  pas s a t i s f a i s a n t e s  

 ovinda dan et -* a l  1976, 1978, 1980 ; Tsawdaroglov e t  a l . ,  1981). 

L'emploi d 'un l i gand  f i x é  à un b r a s  comportant un b ra s  d i s u l f u r e  

o b l i g e  l e s  a u t e u r s  à e f f e c t u e r  l ' a d s o r p t i o n  avec un tampon ne 

contenant  pas  de réduc teurs  de t h i o l s .  Dans d e  t e l l e s  cond i t i ons ,  

l e  r écep teu r  non l i é  e s t  t r è s  f r a g i l e .  

Le g e l  dont  nous décr ivons l a  synthèse  e s t  un g e l  d'un 

emploi f a c i l e ,  adap tab l e  à l a  p u r i f i c a t i o n  d ' a u t r e s  r écep teu r s  

( r écep teu r  à proges té rone ,  Renoir e t  a l . ,  1982) t r è s  s o l i d e  puis- 

q u ' i l  n ' e s t  pas  s e n s i b l e  aux e s t é r a s e s ,  e t  r é u t i l i s a b l e ,  con t r a i -  

rement aux g e l s  à pont d i s u l f u r e  q u i  n é c e s s i t e n t  une nouve l l e  

synthèse pour  l e u r  r é u t i l i s a t i o n .  



B - DOSAGE DU RECEPTEUR A GLUCOCORTICOIDES 

Ce c h a p i t r e  s u r  l e  dosage de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  e t  l e  

dosage des  p ro t é ines  n ' a  s a  r a i s o n  d ' ê t r e ,  dans ce  mémoire, que 

parce  que nous nous adressons à des  p ro t é ines  hautement p u r i f i é e s .  

C e t t e  p u r e t é  n u i t  à l a  p réc i s ion  des  dosages en r a i son  d e  l a  f a i b l e  

q u a n t i t é  d e  p ro t é ines  dans l ' é l u a t  e t  de l a  f r a g i l i s a t i o n  de l a  

p ro t é ine  p u r i f i é e .  Comme nous l ' avons  d i t  dans l e  c h a p i t r e  s u r  l a  

p u r i f i c a t i o n  (paragraphe 2.3) ,  La d i f f é r e n c e  observée p a r  d i f f é r e n t e s  

équipes e n t r e  l e s  taux de p u r i f i c a t i o n  e t  l e s  taux de p u r e t é  obtenus 

(5800 f o i s  e t  47 % pa r  Govindan e t  a l .  (1984), 20.000 e t  8 ,7 % pour 

Manz e t  a l .  (19831, 12.000 f o i s  e t  50 % pa r  Idz iorek  e t  a l .  (1985) 

pose l e  problème ana ly t ique  de c e s  dosages ; a  f o r t i o r i  lo rsqu 'on  

s ' a p e r ç o i t  que Chang e t  a l .  (1382) p u r i f i e n t  un récepteur  à andro- 

gènes 540.000 f o i s  avec 3  ug de  p r o t é i n e s  pour 50 m l  d ' é l u a t .  Les 

p ro t é ines  sont  dosées au bleu de  Coomassie en PAGE-SDS c o n t r e  une 

gamme de sérumalbumine déposée dans l e s  p u i t s .  Ce r écep teu r  e s t  p u r i f i é  

avec une homogénéité apparente  ( s i c )  de 100 %... 
Les dosages de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  e t  de l a  q u a n t i t é  

de   roté in es sont  en e f f e t  néces sa i r e s  au c a l c u l  de l ' a c t i v i t é  spéci-  

f i que .  Dans l e  cas  des  récepteurs  à hormones s t é r o ï d e s ,  l e  dosage d e  

l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  e s t  l i é  à l a  q u a n t i t é  de complexe hormone-récepteur 

dosable  dans l e  mi l ieu .  E l l e  correspond au nombre de cpm ou de nmoles 

l i é s  par  mg de p ro t é ines ,  de l a  molécule à p u r i f i e r  à chaque étape.  

Le r appor t  des  a c t i v i t é s  spéc i f iques  donne l e  taux de p u r i f i c a t i o n  

pour une é tape .  

1 ) Dosage du complexe hormone-récepteur 

Il n ' e s t  poss ib l e  qu 'à  l a  condi t ion  de d i spose r  de  

méthodes permettant  de doser  spécifiquement l e  l igand sous forme 

l i b r e  e t / o u  l i é .  

Le l i gand  u t i l i s é  e s t  t r è s  souvent une molécule marquée à 

haute  a c t i v i t é  spéc i f ique ,  ce  q u i  permet des  dosages p r é c i s  à des 



concent ra t ions  en l i gand  de  l ' o r d r e  d e  l a  cons t an te  de  d i s s o c i a t i o n  

du système. 

Il e x i s t e  deux c a t é g o r i e s  d e  méthodes permettant  l e  dosage 

du s t é r o ï d e  l i é  au r écep teu r  ; des méthodes n e  n é c e s s i t a n t  pas  de 

rup tu re  d e  l ' é q u i l i b r e  e t  l e s  méthodes occasionnant  une r u p t u r e  de 

1' é q u i l i b r e .  

1 . 1  - Dosage ---- ------- à 1 ' é q u i l i b r e  

Il e s t  e f f e c t u é  s o i t  pa r  g e l - f i l t r a t i o n ,  s o i t  pa r  

d i a lyse .  La méthode de  l a  g e l - f i , l t r a t i o n  c o n s i s t e  à passer  s u r  une 

colonne de  g e l - f i l t r a t i o n  é q u i l i b r é e  avec une s o l u t i o n  de  l i gand ,  un 

échan t i l l on  de  l a  p r o t é i n e  dans l a  même s o l u t i o n  de l igand.  C e t t e  

méthode e s t  u t i l i s a b l e  en HPLC ( S e b i l l e  e t  a l . ,  1970). Son p r i n c i p a l  

inconvénient e s t  de  consommer une grande q u a n t i t é  de l igand .  

La d i a l y s e  permet à l a  f o i s  l a  mesure du s t é r o ï d e  l i b r e  e t  du s t é r o ï d e  

l i é .  Ce t t e  méthode e s t  t r è s  p r é c i s e  mais e l l e  e s t  l i m i t é e  p a r  l a  

l e n t e u r  de  1' é tab l i ssement  de  1 ' é q u i l i b r e  de d i £  f u s i o n  du 1 igand 

l i b r e  à t r a v e r s  l e s  p a r o i s  de l a  membrane de d i a l y s e  (24 à 72 heures 

pour l e s  s t é r o ï d e s  avec des boudins de  d i a l y s e  cou ran t s ) .  Pa r  c e t t e  

méthode, il e s t  impossible  d ' e spé re r  pouvoir e f f e c t u e r  des c o n t r ô l e s  

au cours  des  d i f f é r e n t e s  étapes avec un pro tocole  de  p u r i f i c a t i o n  

p l a n i f i é  s u r  t r o i s  jours .  

1 . 2  - Dosage Ear rupture  d ' é q u i l i b r e  ---- -- ----- -------- ------- 

La méthode l a  p lus  u t i l i s é e  c o n s i s t e  en une adso rp t ion  

s u r  une phase s o l i d e .  La phase s o l i d e  peut  adsorber  s o i t  l e  s t é r o ï d e  

l i b r e ,  s o i t  l e  complexe hormone-récepteur. 

1.2.1 - Dosage pa r  l a  méthode de charbon- 
dext ran  

C e t t e  méthode e s t  connue depuis  près  de  20 ans.  Le charbon 

a c t i v é  p ré sen te  l a  p a r t i c u l a r i t é  d 'adsorber  l e  s t é rozde  l i b r e  ( i l  e s t  

souvent a s s o c i é  à 10 % de  dext ran) .  La méthode d o i t  ê t r e  par fa i tement  

s t anda rd i sée  (Rousseau e t  a l . ,  1972). 



Le r écep teu r  p u r i f i é  e s t  très s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  du 

charbon. Il e s t  donc néces sa i r e  de t r a i t e r  l ' é l u a t  d e  chromatographie 

d ' a f f i n i t é  de façon d i f f é r e n t e  de  c e l l e  du cy tosol  e t  d e  l ' e x t r a i t  

au s u l f a t e  de protamine pour a v o i r  des  r é s u l t a t s  équ iva l en t s  à ceux 

obtenus par  l a  méthode à l ' h y d r o x y l a p a t i t e  p r i s e  comme référence .  

Le complexe H-R e s t  s t a b i l i s é  pa r  ad jonc t ion  de sérumalbumine bovine  

(1 mg/ml) (Bu l l e r  e t  a l . ,  1976). De p l u s ,  l a  q u a n t i t é  d e  charbon 

dext ran ,  e t  l e  temps d ' i ncuba t ion  de l ' é l u a t  avec de d e r n i e r  s o n t  

diminués de m o i t i é  par  rappor t  aux condi t ions  u t i l i s é e s  s u r  c y t o s o l .  

Le dosage du non spéc i f ique  e s t  e f f e c t u é  s u r  l a  s o l u t i o n  é luan te  d e  

chromatographie à l a q u e l l e  e s t  r a j o u t é e  l a  même q u a n t i t é  de sérum- 

albumine que pour l e  dosage de  l a  l i a i s o n  non spéc i f ique .  Malgré 

c e l a ,  l a  méthode au  "charbon-dextran" ne donne pas t ou jou r s  des 

r é s u l t a t s  c o r r e c t s  ( v o i r  tab leau  comparatif no  1 ) . 

1.2.2 - Dosage p a r  l a  méthode à l ' hyd roxy lapa t i t e  

En f a i b l e  f o r c e  ion ique ,  l e  complexe hormone-récepteur 

e s t  r e t enu  sur  l e  g e l  d ' h y d r ~ x y l a ~ a t i t e  contenu dans une mini colonne. 

Le ge l  e s t  l avé  p u i s  d i sposé  en f i o l e  d e  comptage (Atger e t  a l . ,  1976).  

Ce dosage n ' e s t  e f f e c t u é  que pour  l e  r écep teu r  p u r i f i é .  Le dosage 

du non spéc i f ique  s e  f a i t  par  incubat ion  p réa l ab le  d 'un  a l i q u o t e  

de l a  s o l u t i o n  é l u a n t e  avec de  l a  sérumalbumine pendant 30 minutes 

avant l e  dépôt s u r  l ' hyd roxy lapa t i t e .  

Cet te  méthode, assez  con t r a ignan te  ( c ' e s t  pourquoi e l l e  

n ' e s t  pas  u t i l i s é e  pour l e s  dosages du cy tosol  e t  de l ' e x t r a i t  au 

s u l f a t e  d e  protamine) donne de  me i l l eu r s  r é s u l t a t s  que l a  m&hode 

au charbon-dextran. E l l e  e s t  t r è s  r ep roduc t ib l e  e t  l a  l i a i s o n  non 

spéc i f ique  e s t  très f a i b l e  (moins de  5 % de  l a  va l eu r  de  l a  l i a i s o n  

spéc i f ique )  ( v o i r  tab leau  compara t i f ) .  

1.2.3 - Dosage p a r  HPLC 

La chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  a  é t é  u t i l i s é e  pour 

l a  s é p a r a t i o n  des  s t é r o ï d e s  l i b r e s  e t  l i é s .  E l l e  p r é s e n t e  pour tan t  

p l u s i e u r s  inconvénients  (Baulieu e t  a i . ,  1970) : l e  complexe H-R s e  



1 E l u a t  1 

Méthodes 

E l u a t  2 

E l u a t  5 

Charbon- 
dex t r a n  

(x 10-6 cpmlml) 

HPLC 
TSK G 3n00 
(10-6 cpmlmi) 

HAP 

( 1 O-' cpmlmi ) 

HPLC 
préco lonne  

cpmlmi) 

TABLEAU n o  1 - Comparaison des  d i f f é r e n t e s  méthodes de  

dosage d e  l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  du r é c e p t e u r  

p u r i f i é .  



d i s s o c i e  en cours d e  chromatographie à un degré qu i  dépend de 

nombreux f a c t e u r s  (durée  de l a  chromatographie,  géométr ie  de  l a  

colonne, volume e t  concen t r a t ion  d e  l ' é c h a n t i l l o n ) .  La g e l  f i l t r a t i o n  

en HPLC, p a r  sa  r a p i d i t é ,  par  l ' i n e r t i e  du support  s i l i c e  en f o r c e  

ionique supé r i eu re  à 200 mM, permet d ' u t i l i s e r  des é c h a n t i l l o n s  peu 

concent rés  ( récepteur  p u r i f i é )  pour l e  dosage de  l ' a c t i v i t é  de  

l i a i s o n .  

- U t & & d o n  de la colonne XoZde 

La colonne TSK G 3000 SW (60 cm) avec un d é b i t  de  0,5 ml.min-' 

permet d e  séparer  aisément l e  r écep teu r  l i é  d e  l 'hormone l i b r e  q u i  

s o r t  avec l e  volume t o t a l  au bout  de 90 min ( v o i r  f i g u r e  n026  1. 
Les r é s u l t a t s  obtenus sont  de p l u s  t r è s  r ep roduc t ib l e s  ( v o i r  paragraphe 

s u r  l ' emplo i  de l'HPLC, page 1 1 1  ). Le dosage du non s p é c i f i q u e  

n ' e s t  pas  e f f e c t u é  pa r  c e t t e  méthode pour deux r a i sons  : 1'HPLC 

apporte un  f a c t e u r  de p u r i f i c a t i o n ,  d 'une p a r t ,  e t  l e  dosage du 

non spéc i f ique  pa r  l a  méthode de  l ' h y d r o s y l a p a t i t e  e s t  négl igeable ,  

d ' au t r e  p a r t  (vo i r  t ab l eau  comparatif  no  1 ). 

- U U d o n  de l a  phécotonne d e d e  

E l l e  r e p r é s e n t e  l ' about i ssement  de  l a  méthode de  dosage 

pa r  1'HPLC. Comme nous pouvons l e  v o i r  s u r  l a  f i g u r e  no  26 , avec 

l e  même d é b i t  de 0,5 ml.min-', l a  s épa ra t ion  du s t é r o ï d e  l i b r e  e t  

du complexe hormone-récepteur e s t  s u f f i s a n t e  pour ê t r e  e x p l o i t a b l e  

pour un dosage de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n .  C ' e s t  une méthode rap ide ,  

q u i  donne des  r é s u l t a t s  équ iva l en t s  à ceux de 1'HPLC-colonne t o t a l e  

(voi r  t ab l eau  comparatif  no  1 ). 

2) Dosage des  p ro t é ines  

Une q u a n t i f i c a t i o n  a u s s i  p réc i se  que poss ib l e  e s t  

néces sa i r e  lorsque l e  bu t  d'une m a n i p l a t i o n  e s t  11 p u r i f i c a t i o n  

d'une p ro t é ine .  Nous aborderons i c i  deux types de  méthodes de  dosage, 

c e l l e  de Lowry e t  c e l l e  au b leu  de  Coomassie. 

2.1 - Méthode de Bensadoun .................... 

La méthode c l a s s i q u e  du dosage des  p ro t é ines  e s t  c e l l e  



O 6 12 18 min 

20 30 40 min 

F i g u r e  n026  : Dosage du complexe hormone-récepteur 

hautement p u r i f i é  pa r  HPLC avec l a  pré- 
. . 

colonne s e u l e  (A) ou l a  précolonne + 
colonne SW G 3000 ( B ) .  

1 



de Lowry e t  a l .  (1951). Cependant, c e t t e  méthode e s t  s e n s i b l e  à 

c e r t a i n e s  i n t e r f é r e n c e s  comme l e  tampon, p a r  exemple. Bensadoun e t  a l . ,  

1976) é v i t e n t  ce s  i n t e r f é r e n c e s  en i n t r o d u i s a n t  une é t a p e  supplémen- 

t a i r e  de  p r é c i p i t a t i o n  des p ro t é ines  pa r  l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  

en présence de  déoxycholate de  sodium. C e t t e  méthode é l imine  l ' i n -  

f l uence  du tampon, mais i n t r o d u i t  un r i s q u e  de sous-estimation du 

d o s a g e , p u i s q u f i l  e s t  d i f f i c i l e  de  savo i r  s i  l e s  p ro t é ines  sont  p réc i -  

p i t é e s  à 100 %. C ' e s t  une méthode longue, q u i  ne pose pas de  problème 

pour l e  dosage de  f a i b l e s  q u a n t i t é s  de p ro t é ines  (Q ), 30 pg/ml). 

Mais l e  s e u l  inconvénient  de  c e t t e  méthode e s t  d e  consommer une 

q u a n t i t é  importante  de ma té r i e l  lo rsque  c e  d e r n i e r  e s t  p u r i f i é .  Un 

simple dosage de p r o t é i n e s  peut r e q u é r i r  jusqu 'à  20 % de l ' é l u a t  d e  

chromatographie d ' a f f i n i t é ,  ce  q u i  e s t  beaucoup t r o p  lo r sque  l ' o n  

p a r t  d 'une q u a n t i t é  a u s s i  f a i b l e  que 2 ,5  m l  d ' é l u a t .  Par  c e t t e  méthode, 

il a  é t é  impossible  de doser  l e  récepteur  p u r i f i é  ap rè s  passage de  

c e l u i - c i  s u r  colonne de g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC. Aussi é t a i t - i l  

n é c e s s a i r e  d'employer d ' a u t r e s  méthodes p l u s  s e n s i b l e s  consommant 

moins de ma té r i e l  biologique.  

Para l lè lement  aux e s s a i s  e f f e c t u é s  avec l e  c o l o r a n t  bleu 

de Coomassie, l e s  p ro t é ines  su ivan te s ,  sérumalbumine bovine, lysozyme, 

cytochrome c ,  pepsine e t  t r y p s i n e  ont  é t é  employées avec l a  

méthode de  Bensadoun, s u r  une gamme a l l a n t  d e  O à 200 J J ~  de p r o t é i n e s  

par  m l .  Ces p ro t é ines  sont  à une concen t r a t ion  i n i t i a l e  de 1 mg/ml. 

La t r a n s c o r t i n e  c r i s t a l l i s é e  (1 ou 2  mg/ml) a  é té  u t i l i s é e  comme 

témoin pour tous l e s  dosages ( v o i r  f i g u r e  no  27 , v o i r  tab leau  

no  2).  

2.2 - Méthode au Bleu de Coomassie ............................ 

C e t t e  méthode e s t  basée  s u r  l ' obse rva t ion  de l ' e x i s t e n c e  

de deux formes co lo rées  pour l e  b leu  de Coomassie G250. La forme b l e u e  

e s t  obtenue lo r sque  l a  forme rouge s e  l i e  à l a  p ro t é ine .  Le co lo ran t  
+ 

i n t e r a g i r a i t  avec l e s  -NH3 des  p ro t é ines ,  dont l ' a p p a r i t i o n  e s t  

f a v o r i s é e  pa r  l e  t r a v a i l  à pH a c i d e  (Sedmaic e t  a l . ,  1977). Le 

complexe co lorant -pro té ine  a  une e x t i n c t i o n  mola i re  é levée ,  c e  q u i  

permet une grande s e n s i b i l i t é  dans l a  mesure des p ro t é ines .  



F i g u r e  n 0 2 7  : Dosage d e s  p r o t é i n e s  p a r  l a  méthode de  Bensadoun 

Trypsine 

Cytochrome C 

Pepsine 

Lysozyme 

Sérum albumine 
bovine 

Transcortine 

Protéines 
( pg/ml) 



(*) 2 mglm1 au l i e u  d e  1 mg/ml dans  l e s  a u t r e s  p r o t o c o l e s  

SAB 

LYSOZYME 

Cyt.  c 

PEPSINE 

TRANSCORTINE 

TABLEAU no 2 - Comparaison d e s  v a r i a t i o n s  d e s  d i f f é r e n t e s  

méthodes d e  dosages  pour  d e s  q u a n t i t é s  d e  p r o t é i n e s  d e  

100 u g / m l .  

BRADFORD 
D.O.  z 

0,2201 1 O0 

0,051 7 23,s 

0,3565 162 

0,0609 27,7 

0,0239 10,9 

READ 
D.O.  z 

0,2563 100 

0,3143 123 

0,4356 170 

0,1315 51,3 

0,0397 15,4 

BEN SADOUN 
D.O. z 

0,156 1 O0 

0,213 136 

0,248 159 

0,23 147 

* 
0,063 4 O 



Les deux méthodes u t i l i s é e s  s o n t  l e s  méthodes de Bradford 

(1976) e t  c e l l e  de Read e t  Northcote  (1981) qui  ne  d i f f è r e n t  en f a i t  

que p a r  l e  c o l o r a n t  u t i l i s é .  Bradford u t i l i s e  l e  CBB G250,de SERVA, 

e t  Read, le  SERVA Blue G. Ce d e r n i e r  e s t  environ deux f o i s  p l u s  pu r  

que l e  CBB 250 comme l e  montre l'absorbante au p o i n t  i s o b e s t i q u e  ( 

Ar 550 nm 1. A poids  éga l ,  l a  q u a n t i t é  de  r é a c t i f s  s e r a  donc deux 

f o i s  p l u s  grande pour l a  méthode de  Read que pour c e l l e  de Bradford.  

3 - Conclusion 

Le dosage de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  du r é c e p t e u r  p u r i f i é  

p a r  l e s  t r o i s  méthodes d é c r i t e s  montre que l e  charbon dext ran  e s t  l a  

moins bonne méthode. Les v a l e u r s  obtenues son t  de  20 à 50 % i n f é r i e u r e s  

à c e l l e  de 1'HPLC (vo i r  t ab l eau  comparatif  no  2  ) .   action d r a s t i q u e  

du charbon e s t  d ' a u t a n t  p lu s  f o r t e  que l e  r écep teu r  e s t  p u r i f i é .  Les 

v a l e u r s  obtenues pa r  1'HpLC d e  g e l  f i l t r a t i o n  sont  comprises e n t r e  

90 e t  120 % de  l a  méthode cons idérée  comme l a  p lus  f i a b l e ,  c ' es t -à -  

d i r e  l e  dosage pa r  hyd roxy lapa t i t e  (HAP).  Les r é s u l t a t s  des dosages 

p a r  l a  précolonne sont  souvent légèrement supé r i eu r s  à ceux de  l a  

colonne t o t a l e ,  une s épa ra t i on  du l i b r e  e t  du l i é  i m p a r f a i t e  pouvant 

exp l ique r  c e  r é s u l t a t .  

Une q u a n t i f i c a t i o n  v a l a b l e  de  l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  d'un 

r écep teu r  p u r i f i é  n é c e s s i t e  généralement l ' emplo i  d e  deux méthodes de  

dosage d i f f é r e n t e s ,  l a  moyenne des  deux donnant l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n .  

Devant l e  remarquable r é s u l t a t  obtenu p a r  HPLC, l e  dosage p a r  l a  

méthode au charbon-dextran a  é t é  d é l a i s s é e  au p r o f i t  de  c e t t e  d e r n i è r e ,  

moins r ap ide  mais beaucoup p lus  performante.  

Le grand problème posé par  l e  dosage des p r o t é i n e s ,  c ' e s t ,  

e n t r e  a u t r e s ,  l ' e x a c t i t u d e  des  méthodes employées. En f a i t ,  aucune 

des  t r o i s  méthodes u t i l i s é e s  ne  donne de  r é s u l t a t s  e x a c t s  ( v o i r  

f i g u r e s  no 27 , 28 , 29 ).  E l l e s  donnent t ou t e s  un é v e n t a i l  de 

réponses  t r è s  v a r i a b l e s  en fonc t ion  des p ro t é ines  employées. La 

méthode q u i  p r é s e n t e  l e  moins de v a r i a t i o n  e s t  c e l l e  de  Bensadoun, avec 

un é c a r t  de  1 à 2 e n t r e  l a  SAB e t  l a  t r y p s i n e  ; c e l l e  q u i  p r é s e n t e  l e  

p l u s  de  v a r i a t i o n  e s t  c e l l e  d e  Bradford, avec un é c a r t  de 1 à 8 e n t r e  
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l a  t r y p s i n e  e t  l e  cytochrome c ,  c e t  é c a r t  c h u t e  de 1 à 4 avec l a  

méthode de  Read. C e t t e  diminution de l ' é c a r t  observée e s t  due à un 

doublement de l a  s e n s i b i l i t é  de  l a  méthode de  Read, l o r sque  l ' o n  

dose l a  pepsine ou l a  t ryps ine .  Ce r é s u l t a t  e s t  probablement dû à 

l a  pu re t é  du r é a c t i f .  La t r a n s c o r t i n e ,  molécule de t r a n s p o r t  

plasmatique des g lucocor t i co ïdes  répond t r è s  faiblement  aux dosages, 

q u e l l e  que s o i t  l a  méthode employée (vo i r  f i g u r e s  n o  27 , 28 ,). 

S i  l e s  dosages des p r o t é i n e s  du cy toso l  e t  de l ' e x t r a i t  au s u l f a t e  

d e  protamine p ré sen ten t  des  r é s u l t a t s  re la t ivement  équ iva l en t s  pour 

l a  méthode de  Bensadoun e t  c e l l e  de  Read, par  con t r e  pour l e  récepteur  

p u r i f i é ,  nous observons de grands é c a r t s ,  c e t  é c a r t  v a r i a n t  de 1 à 

3 e n t r e  l e s  deux méthodesivoir  Tableau n o  3 1. 
Une r écen te  pub l i ca t ion ,  parue pendant l a  r édac t ion  de c e  

mémoire, t e n t e  de  donner une e x p l i c a t i o n  de l a  v a r i a t i o n  des r é s u l t a t s  

obtenus en fonc t ion  des  p ro t é ines  employées (Ta1 e t  a l . ,  1985). 

Comme Sedmak e t  a l .  (1977),  Ta1 e t  a l .  (1985) montrent que l e s  

molécules de  co lo ran t  s e  f i x e n t  s u r  l e s  charges p o s i t i v e s  des  pro- 

t é i n e s .  Le cytochrome c  e s t  l a  p r o t é i n e  q u i  r é a g i t  l e  p lus ,  e t  l a  

pepsine l e  moins, confirmant a i n s i  nos r é s u l t a t s .  Un environnement 

hydrophobique au tour  d e  l a  charge p o s i t i v e  f a c i l i t e  l ' i n t e r a c t i o n  du 

co lo ran t  q u i  peut s e  f i x e r  à r a i s o n  de  1,5 à 3 molécules pa r  charge 

p o s i t i v e .  C e t t e  f i x a t i o n  supplémentaire e s t  cer tainement  responsable  

des  v a r i a t i o n s  observées.  Ces a u t e u r s  cons t a t en t  de p lus  que l ' emplo i  

d e  l a  sérumalbumine dans l a  gamme é t a l o n  entra?ne une sous-estimation 

du dosage de  l a  q u a n t i t é  de p r o t é i n e  parce que l a  SAB p résen te  environ 

16 s i t e s  bas iques  pour 100 a c i d e s  aminés. Une moyenne e f f e c t u é e  s h r  

l a  séquence de  200 p r o t é i n e s  connues ne  donne que 13 s i t e s  basiques 

pour 100 a c i d e s  aminés. Les a u t e u r s  c o n s e i l l e n t  donc d'employer, pour 

c e t t e  méthode, l e  lysozyme de b lanc  d'oeuf ( 1  3,2 s i t e s  bas iques  %) 

comme p r o t é i n e  de  r é f é rence  de p ré fé rence  à l a  sérumalbumine. 

Le second problème posé pour l e  dosage des p r o t é i n e s  e s t  

l a  d é t e c t a b i l i t é .  Au cour s  de nos travaux, e t  pour des p u r i f i c a t i o n s  

d i f f é r e n t e s ,  l e s  taux d e  p ro t é ines  l e s  plus  bas  obtenus pour l e s  

méthodes de  Bensadoun e t  de Read a v o i s i n a i e n t  50 ug!ml, avec, 

respet ivement ,  200 e t  15 p l  de p r i s e  d ' e s s a i  pour l e s  deux méthodes. 



N.D. : non déterminé 

TABLEAU no 3 - Comparaison des méthodes de Read (CBB) 

et Bensadoun (Lowry) au cours d'une purification. 

ELUAT 
(ug /ml) 

95 

21 0 

54 

160 

47,5 

135 

7 5 

180 

CBi3 
Purification a 

Lowry 

CBB 
Purification b 

Lowry 

CBB 
Purification c 

Lowry 

CBB 
Purification d 

Lowry 

CYTOSOL 
(mg /ml 1 

35 

37,3 

30,8 

33 

3 4 

37,9 

N.D. 

35,5 

SULFATE 
(mg /ml 1 

1 0 9 5  

12 

998 

12 

795 

894 

13,5 

11,25 



50 Protéines 
( IJg/ml) 

F i g u r e  n030 : Microdosage d e s  p r o t é i n e s  au b l e u  d e  

Coonass ie  p a r  l a  méthode de  Read. 



Ceci donne une c a p a c i t é  de d é t e c t i o n  de  10 pg pour l a  méthode de 

Bensadoun e t  de 0,75 pg pour c e l l e  de Read. C e  r é s u l t a t  nous a  condui t  

à es saye r  une méthode de  microdosage pour l e s  é l u a t s  t r è s  p u r i f i é s  

a p r è s  passage de l ' é l u a t  s u r  HPLC de  g e l  f i l t r a t i o n  en m u l t i p l i a n t  

l a  p r i s e  d ' e s s a i  pa r  4 p a r  r appor t  au dosage normal ( v o i r  f i g u r e  n o  30 ) .  

La d é t e c t a b i l i t é  augmente e t  pa s se  à 0,36 ~g  pour l a  p r i s e  d ' e s s a i .  

La méthode d e  dosage au b l e u  de Coomassie e s t ,  d e  p lus ,  très 

simple à m e t t r e  en oeuvre,  très r a p i d e  e t  s e  p r ê t e  b ien  à une s tandar -  

d i s a t i o n  poussée. L'emploi d 'un ana lyseu r  c e n t r i f u g e  t e l  que l e  COBAS 

BI0 permet l e  dépôt automatique des  é c h a n t i l l o n s  dans une couronne 

contenant  24 tubes de spectrophotomètre  e t  comportant une c e l l u l e  pour  

l e  dépôt  du r é a c t i f .  La c e n t r i f u g a t i o n  met en con tac t  simultanément 

l e  r é a c t i f  avec tous  les é c h a n t i l l o n s  déposés. Une c e l l u l e  photoélec- 

t r i q u e  l i t  pendant l a  r o t a t i o n ,  l a  den'sité op t ique  de chaque tube 

à un temps donné. 

Tous c e s  avantages,  d é t e c t a b i l i t é ,  s e n s i b i l i t é ,  f a c i l i t é  d e  

mise en oeuvre e t  p o s s i b i l i t é  de s t a n d a r d i s a t i o n  poussée nous ont 

f a i t  pencher pour l a  méthode d e  Read. 



C - P u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  non t ransformé 

C e t t e  p u r i f i c a t i o n  a é t é  menée à bien  il y a quelques 

années au l a b o r a t o i r e  pa r  Lustenberger  e t  a l .  (1980a e t  b ) .  Après 

l a  synthèse  des  deux g e l s  d ' a f f i n i t é ,  n o t r e  premier t r a v a i l  a 

c o n s i s t é  à l e s  t e s t e r  se lon  l e  p ro toco le  employé pa r  Pa t r i ck  

Lustenberger.  Le choix du me i l l eu r  g e l  d ' a f f i n i t é  e f f ec tué ,  nous 

avons essayé  de  r é g l e r  l e s  problèmes posés pa r  l e s  lavages du g e l  

après  adso rp t ion  du r écep teu r  (problèmes de  temps e t  de mise en 

oeuvre).  Notre t ro i s i ème  t r a v a i l  a é t é  de m e t t r e  au po in t  l a  g e l  

f i l t r a t i o n  en HPLC e t  de terminer  a i n s i  l a  p u r i f i c a t i o n .  

Choix du ge l  d ' a f f i n i t é  

La p u r i f i c a t i o n  a é t é  t e n t é e  para l lè lement  s u r  l e s  

deux g e l s  d ' a f f i n i t é  q u i  ont é t é  s y n t h é t i s é s .  Pour mémoire, nous 

rappel le rons  que l e  g e l  a c t i v é  à pH a l c a l i n  p o r t e  0 ,3  pmole de  s t é r o ï d e  

par  m l  de g e l  s u r  l e  b r a s  diaminé e t  que l e  second n 'en p o r t e  que 

0,08. 

La p u r i f i c a t i o n  a é t é  menée de l a  manière su ivan te .  

2 x 40 m l  d ' e x t r a i t  au s u l f a t e  de protamine, correspondant à 

2 x 200 m l  de  cy toso l  de  f o i e  de r a t ,  ont  é t é  mis en con tac t  avec 

1,5 m l  de  chaque g e l  d ' a f f i n i t é .  Les pourcentages d 'adsorp t ion  sont 

respectivement de 60 % e t  40 % pour l e s  g e l s  1 e t  II. Les g e l s  ont 

é t é  l a v é s  en ba t ch  s u r  une colonne IBF 1 1  par  l e s  tampons phosphate 

de potassium 0,16 M, tampon phosphate 0,16 M p lus  ch lo ru re  d e  

potassium 0,2 M. Pu i s  l e s  g e l s  sont  de  nouveau é q u i l i b r é s  p a r  l e  

tampon phosphate. Ces é t apes ,  menées se lon  l e  p ro toco le  de 

P. Lustenberger  (1980) o n t  duré au t o t a l  4 heures .  L ' é l u t i o n  

e s t  e f f e c t u é e  avec 2 m l  de tampon phosphate dans lequel  a é t é  d i s sou t  

2 pM de dexaméthasone dont 1 ' a c t i v i t é  spéc i f ique  e s t  de  48 , 9 

Ci/nnnole. Les rendements d ' é l u t i o n  s o n t  de 42 % pour l e  g e l  1 e t  6 2 

pour l e  g e l  II, c e  q u i  donne des rendements globaux pour l a  

chromatographie d ' a f f i n i t é  de 26 % e t  2,4 % respectivement.  Le taux 

de s u b s t i t u t i o n  t r è s  f a i b l e  du g e l  a c t i v é  à pH n e u t r e  peut expl iquer  



l e  f a i b l e  pourcentage d ' adso rp t ion  s u r  c e  g e l .  

Devant l e  rendement ca t a s t roph ique  de  l a  chromatographie 

d ' a f f i n i t é  obtenu pour l e  g e l  n o  II, c ' e s t  l e  g e l  a c t i v é  à pH 

a l c a l i n  qui  a é t é  c h o i s i  pour l e s  p u r i f i c a t i o n s  u l t é r i e u r e s .  

2) P u r i f i c a t i o n  

2.1 - Pro toco le  expérimental ------------ --------- 

La f r a c t i o n  cy toso l ique  d e s  f o i e s  de r a t s  sur réna lec to-  

misés , es t  soumise à une double p r é c i p i t a t i o n  par  l e s  s u l f a t e s  de 

streptomycine, p u i s  de protamine. La d e r n i è r e  p r é c i p i t a t i o n  n é c e s s i t e  

l ' emp lo i  d'un tampon de f o r t e  f o r c e  ionique pour s o l u b i l i s e r  l e  

r écep teu r  à g l u c o c o r t i c o ~ d e s  (Govindan, 1978). L ' e x t r a i t  de  s u l f a t e  

de protamine, don t  l e  taux de p u r i f i c a t i o n  moyen e s t  de 8 à 10 f o i s ,  

e s t  e n s u i t e  m i s  en contac t  avec l e  g e l  d ' a f f i n i t é  s e l o n  un r appor t  

de cha rge  v a r i a n t  de 25 à 50 (volume d ' e x t r a i t  au su l fa te /vo lume de  

ge l  = 25 à 50).  Le rappor t  de  charge de  25 s e r a  progressivement  aban- 

donné au p r o f i t  d e  c e l u i  à 50 pa rce  que c e  d e r n i e r  a s s u r e  une m e i l l e u r e  

adso rp t ion  du r é c e p t e u r  s u r  l e  g e l  (Greene e t  a l . ,  1980, Lustenberger  

e t  a l . ,  1980b). Après 15 heures  d 'adsorp t ion  à 4OC, l e  mélange g e l  + 

s u l f a t e  e s t  déposé s u r  une colonne IBF pour récupérer  l e  ge l  e t  e f f ec -  

t ue r  l e s  lavages (x x 10 ml) en batch.  Le g e l  e s t  d 'abord l a v é  avec l e  

tampon phosphate 160 mM, p u i s  avec l e  tampon phosphate auquel on a j o u t e  

du ZC1 0,2M f i n a l .  Le g e l  est e n f i n  é q u i l i b r é  par  l e  tampon phosphate.  

Pour chaque lavage ,  un a l i q u o t e  e s t  p r é l e v é  pour l e  dosage du 

r écep teu r  perdu. 

L ' é l u t i o n  s p é c i f i q u e  e s t  e f f e c t u é e  c o n t r e  un s t é r o ï d e  

de synthèse ,  dexaméthasone ou acé ton ide  de  t r iamcinolone marqués, 

d i s sous  dans l e  tampon phosphate.  Pour chaque é t ape  de l a  p u r i f i -  

c a t i o n ,  l e  dosage des  p r o t é i n e s  e t  de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  son t  

e f f e c t u é s  selon l e s  modal i tés  d é c r i t e s  dans l e  c h a p i t r e  précédent .  

2.2 - Importance des  l avages  -- ---------------- 
Comme l e  montre l a  f i g u r e  n o  31 , un g e l  d ' a f f i n i t é  n ' e s t  

pas i n e r t e  e t  f i x e  de nombreuses p r o t é i n e s ,  a u t r e s  que c e l l e  à 

p u r i f i e r .  Le r a p p o r t  de charge é l e v é  u t i l i s é  pour l a  p u r i f i c a t i o n  



I 

adsorpt ion 

lavage 

é lut  ion 

~i~~~~ no  31 : Représentat ion schématique de l ' a d s o r p t i o n  e t  

de l ' é l u t i o n  du r écep teu r  l o r s  de l ' é t a p e  de 

chromatographie d ' a f f i n i t é . ~  r ep ré sen te  l e  

récepteur  e t  A , B , C , D  des  p ro t é ines  non spéc i f iques .  



a pour bu t  de  maximiser l ' a d s o r p t i o n  du r écep teu r  d'une p a r t ,  de 

minimiser 1' i n t e r a c t i o n  du non spéc i f ique  s u r  l e  g e l ,  d ' a u t r e  

p a r t .  L 'é tape de lavage e s t  chargée d 'é l iminer  du g e l  t o u t e  

i n t e r a c t i o n  non s p é c i f i q u e  sans pour a u t a n t  toucher  au complexe 

récepteur- l igand du g e l .  L 'é tape  de lavage d o i t  donc ê t r e  à l a  f o i s  

e f f i c a c e  e t  douce. 

La première é tape  a é t é  de changer de type de  colonne 

(IBF 25 au l i e u  de IBF 11 1. L'IBF 25 permet un me i l l eu r  b ra s sage  

du g e l  dans l a  colonne l o r s  du lavage  en batch,  dont l e  p ro toco le  

e s t  d é c r i t  au paragraphe 2.1, c e  q u i  améliore d 'un f a c t e u r  4 l e  taux 

d e  p u r i f i c a t i o n  de l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  (vo i r  Tableau n o  4 

La seconde é tape  a é t é  de modi f ie r  l a  f o r c e  ionique du 

tampon de lavage.  S u i t e  à l ' a r t i c l e  de  Buchov e t  a l .  (1983) s u r  l a  

p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  à progestérone d ' u t é r u s  de p o u l e t t e ,  un 

lavage à l ' u r é e  2,5 M dans l e  tampon a é t é  t e n t é .  Malheureusement, c e  

d e r n i e r  f a i t  c h u t e r  l e  rendement d'un f a c t e u r  3 sans augmenter 

s ign i f i ca t ivemen t  l e  f a c t e u r  de p u r i f i c a t i o n  ( v o i r  Tableau 4 ) .  A 

c e  lavage t r o p  d ra s t ique ,  nous avons pré£ é r é  u t i l i s e r  l e  ch lo ru re  

de  potassium 400 ml (ce q u i  donne une f o r c e  ion ique  g loba le  d'environ 

700 en présence  du tampon phosphate).  Ce l avage  beaucoup moins 

énergique ne f a i t  pas c h u t e r  l e  rendement de l ' é t a p e  de chromato- 

g raph ie  d ' a f f i n i t é  e t  permet même une augmentation substantielle du 

taux de  p u r i f i c a t i o n  de  c e t t e  é t ape  (vo i r  Tableau 4 ). 

Les  lavages t e l s  q u ' i l s  viennent d ' ê t r e  d é c r i t s  

on t  é t é  e f f e c t u é s  par  l a  technique du lavage en ba tch .  Bien que 

1' emploi des  colonnes IBF f a c i l i t e  1' é l imina t ion  du tampon, c e t t e  

technique e n t r a î n e  une p e r t e  de temps cons idérable  (3 à 4 heures  

pour l ' é t a p e  de  lavage) .  Nous avons p r é f é r é  s u b s t i t u e r  à c e t t e  

technique fac i lement  employable pour l a  f a i b l e  q u a n t i t é  de g e l  que 

nous u t i l i s o n s ,  une technique d i t e  de  l'batch-colonnel' dont l e  

p r i n c i p e  e s t  i l l u s t r é  s u r  l a  f i g u r e  n o  32 , e t  q u i  c o n s i s t e  à 

plonger dans l e  tampon dans lequel  l e  g e l  e s t  en suspension, une 

t i g e  de v e r r e  en forme de p a l e t t e .  Simultanément au brassage 

e f f e c t u é  par  l a  t i g e  en r o t a t i o n ,  une pompe amène l e  tampon de  

lavage par  l e  h a u t  de l a  colonne e t  évacue l e  tampon chargé des  



m 
a, a, 
M c 
? -2 
(d (d 
4 U 

O 
m !4 
u a 
c 'a) 
a a J u  

- 
'0 c 
w  a, -cl 
W U W  
'd (d w  
u w c d  



collecteur 

F i g u r e  no 32 : A p p a r e i l l a g e  employé l o r s  du p r o t o c o l e  d e  

l a v a g e  du r é c e p t e u r  adsorbé  s u r  l e  g e l  

d ' a £  f i n i t é .  



r é s i d u s  emportés p a r  l e  b r a s sage ,  pa r  l e  bas .  

 emploi de  c e  d i s p o s i t i f  au tomat i sab le ,  en dehors 

du g a i n  de temps app réc i ab l e  appor té ,  nous a permis de r econs idé re r  

l ' é t a p e  de l avage  par  l a  f o r c e  ionique sous un a u t r e  angle .  Tout l e  

t r a v a i l  e f f e c t u é  dans l e  b u t  de l ' o p t i m i s a t i o n  du p ro toco le  de 

lavage  au moyen d e  c e t  a p p a r e i l l a g e  e s t  résumé s u r  l e  schéma récapi -  

t u l a t i f  c i -dessous 

Adsorption du 
r écep teu r  s u r  l e  g e l  + 

l e r  lavage dans 
l e  tampon phosphate 0,16M 

Gel s épa ré  en deux a l i q u o t e s  

2ème lavage en phosphate 
0,02 M 

3ème lavage en phosphate 
0,16M + K C 1  0,4M 4°C 

4ème lavage en phosphate 
0,16M + KC1 0,4M 4°C 

2ème lavage  en phosphate 
0,02 -I 

3ème lavage  en phosphate 
0,16N + KC1 0,4M 4°C 

i 
4ème lavage  en phosphate 

0,16M + KC1 0,4M 25°C 

E q u i l i b r a t i o n  
en phosphate 0,16M 4°C 

I 
Elu t ion 

Le g e l  s u r  l eque l  e s t  adsorbé l e  r écep teu r  e s t  d 'abord soumis à un 

premier lavage a v a n t  d ' ê t r e  séparé  en deux a l i q u o t e s .  

La deuxième é t ape  e f f e c t u é e  en f a i b l e  f o r c e  ionique 

(phosphate 20 a é t é  i n t r o d u i t  dans c e  pro tocole  pour c r é e r  une 

f o r t e  d i f f é r e n c e  de  f o r c e  ionique e n t r e  l e  2ème e t  l e  3ème lavage  

sans d é s t a b i l i s e r  l e  r écep teu r  l i é  au s t é r o ï d e  du g e l .  C e t t e  é t ape  



a é t é  i n t r o d u i t e  ou non selon l e s  e s s a i s .  E l l e  précède l e  3ème 

lavage c l a s s i q u e  e f f e c t u é  en f o r t e  f o r c e  ion ique  en présence  de 

ch lo ru re  d e  potassium 400 mM à 4OC pour l e s  deux a l i q u o t e s  du même 

ge l .  C e t t e  é tape  e s t  s u i v i e  d 'un quatr ième lavage,  e f f e c t u é  avec l e  

même tampon. La s e u l e  modi f ica t ion  t i e n t  en l 'augmentat ion d e  l a  

température  du tampon q u i  passe de 4 à 25°C pour l ' u n  des  deux 

pro tocoles .  En présence  de molybdate de sodium, l e  r écep teu r  l i é  

r e s t e  s t a b l e ,  même l o r s q u e  l a  température  augmente (Blanchardie  - e t  

a l . ,  1983). Les deux a l i q u o t e s  son t  m i s  à é q u i l i b r e r  dans l e  tampon - 
phosphate 160 m ?  a v a n t  d ' ê t r e  soumis à l ' é l u t i o n  b iospéc i f i que .  

Nous n e  donnerons pas  de  tab leau  de p u r i f i c a t i o n  

montrant l e s  amé l io ra t i ons  appor t ée s  pa r  l e s  d i f f é r e n t s  l avages .  Le 

tableau n o  5 s u r  l a  p u r i f i c a t i o n  en t r o i s  é t apes  du r écep teu r  

e t  l e  t a b l e a u  comparatif  des  chromatographies des  d i f f é r e n t e s  équipes  

présen tés  dans l e  c h a p i t r e  généra l  s u r  l a  p u r i f i c a t i o n ,  page 

s u f f i s e n t  à a t t e s t e r  de  l a  q u a l i t é  d 'un lavage  e f f e c t u é  à l a  f o i s  en 

présence du tampon phosphate 20 ml e t  du tampon contenant  l e  c h l o r u r e  

de  potassium à 25OC. La chromatographie d ' a f f i n i t é  appor t e  un taux 

de  p u r i f i c a t i o n  de 826 f o i s  avec un rendement de p lus  de 50 % 

pour 1 ' é l u  t i on .  

Les a u t e u r s  u t i l i s e n t  de  préférence  l a  t echnique  de 

lavage en batch (Govindan e t  a l . ,  1978 ; Lustenberger  e t  a l . ,  1981 ; 

Grandics e t  a l . ,  1984 ; Weisz e t  a l . ,  1384) à c e l l e  de l avage  sur  l a  

colonne (Govindan, 1979, 1954 ; Tsawdaroglou, 1981). Aucun des  

au teurs ,  sauf Lustenberger  ne charge for tement  l e  g e l  d ' a f f i n i t é  

avec l e  récepteur .  A t i t r e  i n d i c a t i f ,  Weisz e t  a l .  (1984) adsorbent  

en batch 6 m l  de c y t o s o l  s u r  2 m l  de  g e l  a l o r s  que nous u t i l i s o n s  envi-  

ron l a  même q u a n t i t é  de g e l  pour 90 m l  d ' e x t r a i t  de s u l f a t e  de 

protamine, s o i t  450 m l  d ' équ iva l en t  cy toso l .  Grandics e t  a l .  (1984) 

adsorbent  20 m l  de  c y t o s o l  s u r  8 m l  de  g e l ,  s o i t  un rappor t  de  

charge t rès  f a i b l e  d e  1,5.  Ces q u a n t i t é s  re la t ivement  f o r t e s  de ge l  

on t  l ' i nconvén ien t  d e  f i x e r  beaucoup p l u s  de non s p é c i f i q u e  e t  l e s  

deux méthodes employées, batch ou colonne ne  permettent  pas  un 

lavage r ap ide .  Lustenberger  e t  a l .  (1 981) e t  Govindan e t  a l .  (1984) 



Activi té  Je  
l i a i son  'H TA Act iv i t é  Purification Rendement 

Volume Protéines totabe Spécifique t o t a l e s  x10 (corrigée) 
1 

m l  mg dpm dpm x mg taux X - 1 

Cytosol 450  15750 282 

Extrait au 
, sul fate  de 9 0  1329 177 
' protamine 

Eluat de ge l  
d ' a f f i n i t é  

FILTPATION sur 
TSK G 3000  

Echantillon 
chargé 

Eluat 1 ,5  O, 027 5 , 8  212 1 1800 18,8  

Tableau n o  5 : P u r i f i c a t i o n  en  t r o i s  é t a p e s  du r é c e p t e u r  à 

g l u c o c o r t i c o î d e s  non t r a n s f o r m é  du f o i e  d e  r a t .  

Le r é c e p t e u r  a é t é  p u r i f i é  à p a r t i r  du c y t o s o l  

d e  50 f o i e s  d e  r a t . L e s  rendements d ' a d s o r p t i o n  e t  

d ' é l u t i o n  d e  l ' é t a p e  d ' a f f i n i t é  s o n t  r espec t ivement  

de  70 e t  53 %.La c o r r e c t i o n  t i e n t  compte de  l a  

d i l u t i o n  i s o t o p i q u e  de  4 f o i s  u t i l i s é e  l o r s  de  

l ' é l u t i o n  du r é c e p t e u r  de  l a  colonne d ' a f f i n i t é .  



ont  é t é  l e s  s e u l s  jusqu 'à  p ré sen t  à u t i l i s e r  l a  f o r c e  ionique pour 

décrocher  l e  non spéc i f i que ,  l e s  a u t r e s  au t eu r s  s e  con ten t an t  d ' a v o i r  

une absorbance maximale en f a i b l e  f o r c e  ionique pour pas se r  à 

l ' é t a p e  d ' é l u t i o n  b iospéc i f i que .  Un l avage  abondant e s t  également 

t r è s  important.  Seu l s  Tsawdaroglou e t  a l .  (1981) on t  appl iqué  c e  

p r i n c i p e  (5 l i t r e s  de tampon en f a i b l e  f o r c e  ion ique  pour 5 m l  de  

g e l ) .  Pour n o t r e  p a r t ,  l e  g e l  e s t  l a v é  pa r  200 f o i s  son propre  volume, 

en moins d'une heure .  La technique du "batch-colonne" permet de  

renouveler  to ta lement  e t  automatiquement l e  tampon dans l a  colonne 

t o u t e s  l e s  c inq  minutes.  Les p e r t e s  pendant l e s  l avages  r e p r é s e n t e n t  

moins de  5 % du r écep teu r  adsorbé. 

Les a u t e u r s  q u i  u t i l i s e n t  un g e l  d ' a f f i n i t é  à b r a s  

c l i v a b l e  (Govindan e t  a l . ,  1978 ; Tsawdaroglou e t  a l . ,  1981) son t  

o b l i g é s  d ' e f f e c t u e r  l e s  l avages  dans un tampon ne  contenant  pas  de 

r éduc t eu r s  de t h i o l s .  Un l avage  abondant e t  donc beaucoup t r o p  long 

s e r a  donc n u i s i b l e  à l a  s t a b i l i t é  du r écep teu r  f i x é  s u r  l e  g e l  

d ' a f f i n i t é .  

La technique de  lavage  que nous u t i l i s o n s  g râce  à l ' emplo i  

conjugué de l a  f a i b l e  f o r c e  ionique,  de  l a  f o r t e  f o r c e  ion ique ,  de l a  

cha l eu r  e t  du système "batch-colonne" donne d ' e x c e l l e n t s  r é s u l t a t s  

( Idz io rek  e t  a l . ,  1985). C e t t e  technique e s t  de p lu s ,  semi-automati- 

s a b l e  e t  s t anda rd i sab l e  ( v o i r  appendice technique) .  

2 . 3  - Elu t ion  du r écep teu r  --------------- ---- 
Les premiers  e s s a i s  d ' é l u t i o n  b iospéc i f i ques  on t  é t é  

f a i t s  avec de l a  dexaméthasone marquée ( 2  PM dans l e  tampon à r a i s o n  

de 2,5 m l  de s o l u t i o n  é l u a n t e  pa r  m l  d e  g e l .  La dexaméthasone a  

rapidement é t é  remplacée p a r  l ' a c é t o n i d e  de t r iamcinolone  q u i  a  une 

a f f i n i t é  t r o i s  f o i s  p lus  f o r t e  (Kd 1  n ~ ) .  La s o l u t i o n  é l u a n t e  

employée e s t  de 4  PM, c e  q u i  correspond à c e  que l e s  a u t e u r s  u t i l i -  

s e n t  généralement (1-2 uM) (Lustenberger  e t  a l . ,  1981 ; Govindan e t  a l . ,  

1984 ; Weisz e t  a l . ,  1984 ; Grandics e t  a l . ,  1984). Govindan e t  a l .  

(1984) sont  cependant o b l i g é s  d ' a j o u t e r  à l a  s o l u t i o n  é l u a n t e  un peu 

de th iocyana te  de sodium (agent  chaotropique)  parce  que l e u r  g e l  e s t  

t r o p  g r e f f é  (1 umole de s t é r o ï d e  par  m l  de  g e l ) .  Les a u t e u r s  q u i  



u t i l i s e n t  un g e l  à b r a s  c l i v a b l e  é l u e n t  p l u s  simplement en  r a j o u t a n t  

d e s  r é d u c t e u r s  d e s  t h i o l s  dans l e  tampon d ' é l u t i o n ,  mais l a  f a i b l e  

a f f i n i t é  d e  l e u r  l i g a n d  l e s  o b l i g e  à i n t r o d u i r e  une é t a p e  s u p p l é m e n t a i r e  

d 'échange avec  de l a  dexaméthasone. 

L ' avan tage  de  l ' e m p l o i  d 'une f a i b l e  q u a n t i t é  d e  g e l  

pour  l ' a d s o r p t i o n  e t  l e s  l a v a g e s  e s t  encore  p r é s e n t  pour l ' é l u t i o n .  Une 

f a i b l e  q u a n t i t é  de g e l  permet en e f f e t  d ' é l u e r  l e  r é c e p t e u r  avec  

une f a i b l e  q u a n t i t é  d e  s o l u t i o n  é l u a n t e ,  c e  q u i  c o n c e n t r e  e t  s t a b i l i s e  

à l a  f o i s  l e  r é c e p t e u r .  

2 .4  - U t i l i s a t i o n  d e  l a  c h r o m a t o g r a ~ h i e  l i q u i d e  à h a u t e  .......................... -- ------ ------------ 
e r f  ormance (HPLC) E-,-------- 

Des p r o g è r s  r é c e n t s  r é a l i s é s  dans l e s  domaines de  l a  p o r o s i t é  

e t  l ' i n e r t i e  du g e l  d e  s i l i c e  o n t  permis  un développement impor tan t  

d e  l ' a n a l y s e  des   rotéi in es p a r  l e s  méthodes de chromatographie  l i q u i d e  h a u t e  

performance.  Il y  a  peu d ' années ,  l e s  t e c h n i q u e s  HPLC é t a i e n t  r é s e r v é e s  

à p l u s  de  75  % à l a  chromatographie  d e  p a r t a g e  à p o l a r i t é  d e  phase  

inversée .  La phase s t a t i o n n a i r e  a p o l a i r e ,  d e  t y p e  hydrocarboné,  e s t  g r e f f é e  

s u r  l e  g e l  d e  s i l i c e .  L ' é l u t i o n  du m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  r e t e n u  e s t  e f f e c t u é e  

p a r  une p h a s e  mobile p l u s  ou moins p o l a i r e .  Malgré son s u c c è s ,  c e  t y p e  

d e  chromatographie  n ' e s t  r é s e r v é  q u ' à  un p e t i t  nombre de  molécu les  

d ' i n t é r ê t  b i o l o g i q u e  . En s o n t  e x c l u e s  l e s  macromolécules t e l l e s  l e s  

p r o t é i n e s .  E t  c e c i  pour  deux r a i s o n s  : l a  t a i l l e  t r o p  i m p o r t a n t e  de l a  

molécule ,  e t  l a  n a t u r e  d e  l a  phase  mobi le  q u i  e n t r a î n e  souven t  une p e r t e  

d e  l ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  d e  l a  p r o t é i n e .  

Pour remédie r  à c e t t e  c a r e n c e  e t  p e r m e t t r e  l e  f r a c t i o n -  

nement de  polymères h y d r o s o l u b l e s  s u r  une phase  s t a t i o n n a i r e  r i g i d e  

d e  type s i l i c e ,  o n t  é t é  g r e f f é e s  s u r  l e  g e l  d e s  f o n c t i o n s  c a p a b l e s  

d e  suppr imer  l ' a d s o r p t i o n  des  molécu les  due aux s i l a n o l s  ( =Si-OH) du 

s u p p o r t  e t  d e  rendre  c e t t e  phase  s t a t i o n n a i r e  p o l a i r e  e t  p ra t iquement  

i n e r t e  v i s -à -v i s  des  s o l u t é s  macromolécula i res .  

En p r a t i q u e ,  l a  p l u p a r t  d e s  s u p p o r t s  à b a s e  d e  s i l i c e  

u t i l i s é s  p o u r  l a  chromatographie  d ' e x c l u s i o n  p a r  l a  t a i l l e  s o n t  

d e s  s u p p o r t s  d e  type "Diol" obtenus  p a r  g r e f f a g e  d e  l a  s i l i c e  avec  

un a g e n t  t e l  que l e  y -g lyc idoxypropyl t r iméthoxys i lane  d o n t  l ' u s a g e  

a é t é  p o p u l a r i s é  pa r  Chang e t  Regnier  (1976) .  



S i  l e  g re f f age  e s t  r é a l i s é  dans de bonnes condi t ions ,  l a  r é a c t i o n  

e s t  complète, il ne r e s t e  p lus  de groupements s i l a n o l  l i b r e s  e t  l a  

phase s t a t i o n n a i r e  obtenue e s t  p o l a i r e  e t  i n e r t e .  

Le poin t  important qu i  condi t ionne  l e s  p r o p r i é t é s  du 

g e l  perméation du support e s t  b i en  s û r  l a  po ros i t é  du ge l  de s i l i c e .  C e t t e  

p o r o s i t é  d o i t  ê t r e  b ien  d é f i n i e  e t  cons t an te  e t  pour un type d e  g e l  

correspondant à une zone p a r t i c u l i è r e  de  fract ionnement  par  l a  t a i l l e .  

On trouve a i n s i  des  g e l s  d e  p o r o s i t é  60, 100, 300, 500, 1000 e t  4000 A 
chez Merck dont s eu le s  l e s  v a r i é t é s  60, 100, 500 e t  1000 sont  

dispon.ibles en dé r ivés  d i o l .  Les premiers  l o t s  de c e s  supports  

p r é s e n t a i e n t  des  p r o p r i é t é s  d 'adsorp t ion  non négl igeables  à cause  

d'un g re f f age  sans  doute incomplet. Les r é s u l t a t s  s u r  l e  plan d e  l a  

s épa ra t ion  des  p ro t é ines  s ' e n  r e s s e n t a i e n t .  Un a u t r e  f a b r i c a n t ,  Toyo Soda, 

propose depuis 3 ans des suppor ts  sans doute du même type (bien que 

l e s  d é t a i l s  techniques à l e u r  s u j e t  s o i e n t  t r è s  peu nombreux), e t  

d 'une e f f i c a c i t é  remarquable. I l s  e x i s t e n t  en t r o i s  po ros i t é s ,  no tées  

2000, 3000 e t  4000, b ien  adaptées  aux domaines usue l s  de fract ionnement  

des  macromolécules biochimiques e t  s e  son t  r évé l é s  à l ' u sage  pa r t i cu -  

l i è rement  i n e r t e s ,  ce  q u i  expl ique l e u r  succès a c t u e l .  

Aux techniques de chromatographie convent ionnel les  à 

d é b i t  e t  e f f i c a c i t é  f a i b l e s ,  1'HPLC répond par  l a  r a p i d i t é  de l a  
1 

sépa ra t ion ,  e t  son e f f i c a c i t é  é levée.  La base théorique des techniques 

HPLC e s t  l i é e  à l 'augmentat ion de l ' e f f i c a c i t é  de  l a  s épa ra t ion ,  q u i  



r e p r é s e n t e  en f a i t  l ' a p t i t u d e  d 'une c o l o n n e  à l i m i t e r  l ' é t a l e m e n t  d e s  

p i c s  d ' é l u t i o n .  E l l e  e s t  mesurée p a r  Y, q u i  e s t  l e  nombre de  p l a t e a u x  

t h é o r i q u e s  p o r t é s  p a r  l a  colonne.  N est u n e  f o n c t i o n  du temps d e  r é t e n -  

t i o n  ( t  ) du p i c  s u r  l a  co lonne  e t  de  l a  l a r g e u r à  mi-hauteur (6)  d e  
r 

c e  d e r n i e r .  

P l u s  l e  nombre d e  p l a t e a u x  e s t  grand e t  p l u s  % e s t  p e t i t ,  donc 

m e i l l e u r e  e s t  l a  s é p a r a t i o n .  Pour l e s  t e c h n i q u e s  HPLC, N v a r i e  d e  

1000 à 50000 p l a t e a u x  p a r  m ê t r e  a l o r s  q u ' i l  ne  v a r i e  que de  100 à 500 

pour l e s  t e c h n i q u e s  d e  chromatograph ies  c l a s s i q u e s .  Le g a i n  d ' e f f i c a -  

c i t é  e s t  dû pour l ' e s s e n t i e l  à l ' u t i l i s a t i o n  de  s u p p o r t s  à g r a n u l o m é t r i e  

f i n e  (10 p l .  

Quelques a u t e u r s ,  o n t ,  d e p u i s  l ' avènement  de  c e  t y p e  

de  g e l ,  cherché à c a r a c t é r i s e r  des  complexes r é c e p t e u r s - s t é r o ï d e s  

p a r  chromatographie  d e  g e l  perméat ion e n  HPLC ( P a u l i k  e t  a l . ,  1982 ; 

Lonsdor fe r  e t  a l . ,  1983, K i r d a n i  e t  a l . ,  1984).  Mais c e s  é t u d e s  o n t  

t o u t e s  é t é  menées s u r  un r é c e p t e u r  non f r a c t i o n n é .  Auss i ,  devan t  

l ' i n c o n n u e  de  l ' u t i l i s a t i o n  d,e c e  type  d e  colonne avec  un r é c e p t e u r  

p u r i f i é ,  avons-nous c h o i s i  d ' a d j o i n d r e  a u  r é c e p t e u r  p u r i f i é  un peu de  

sérumalbumine (0 ,5  mg/ml f i n a l ) .  Les  r é s u l t a t s  encouragean t s  ob tenus  

(aucune p e r t e  d e  complexe II-R p a r  c e t t e  t echn ique)  nous o n t  c o n d u i t  

à suppr imer  l a  sérumalbumine pour  e f f e c t u e r  une é t u d e  p l u s  systéma- 

t i q u e  du complexe H-R p u r i f i é  s u r  l a  co lonne .  

2 . 4 . 7  - A n d y ~ e  d u  t r E 6 W  abXenu pm HPLC 

Comme l e  montre  l a  f i g u r e  n o  33 , l ' a n a l y s e  p a r  

s p e c t r o p h o t o m é t r i e  d ' a b s o r p t i o n  à 280 nm met en év idence  3 p i c s  (1 ,  

II, I I I ) .  Le p i c  II dans l e q u e l  on r e t r o u v e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  c e l u i  

du complexe hormone-récepteur.  

Les  dosages  d e s  p r o t é i n e s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  s u r  l e s  t r o i s  

p i c s  avec l a  méthode d e  Bensadoun e t  a l .  (1976) 

- les  p r o t é i n e s  du p i c  1 s o n t  i n d o s a b l e s  p a r  c e t t e  

méthode ; 

- pour  l e  p i c  II, l e s  r é s u l t a t s  s o n t  mauvais ( s e u l  l e  

dosage p a r  l a  méthode de  Read a p p o r t e r a  d e s  r é s u l t a t s  v a l a b l e s ) .  



10 20 
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F i g u r e , n O  33 : Analyse dens i tomét r ique  ( 280 nm ) des p i c s  obtenus 

a p r è s  passage de  l ' é l u a t  de  chromatographie su r  l a  

colonne de g e l  f i l t r a t i o n  en HPLC. 

A : 500 ~1 de  l ' é l u a t  de chromatographie contenant  

l e  r écep teu r .  

B : 500 p l  d e  l a  s o l u t i o n  é l u a n t e  mise à incuber  

deux heu re s  avec du g e l  d ' a f f i n i t é  neuf avant  

passage s u r  l a  colonne de g e l  f i l t r a t i o n .  

C : 500 p l  de  l a  s o l u t i o n  é l u a n t e  passée d i r e c t e -  

ment s u r  l a  colonne de g e l  f i l t r a t i o n .  



- l e  dosage des  p r o t é i n e s  du p i c  III s ' e s t  r é v é l é  impos- 

s i b l e  : l ' a p p a r i t i o n  d'une c o l o r a t i o n  b leue  i n t e n s e  dans l e  tube 

empêchait l ' emplo i  du r é a c t i f  de Fo l in .  

Une ana lyse  un peu p l u s  poussée a  é t é  menée. La f i g u r e  

n o  33 montre que l a  s o l u t i o n  é l u a n t e  ne contenant  que de l 'hormone 

f r o i d e ,  ~ a s s é e  s u r  l a  colonne, peut  c o n t r i b u e r  à exp l ique r  l a  

v a r i a t i o n  de d e n s i t é  opt ique.  De p l u s ,  un a l i q u o t e  d'une so lu t ion  

é l u a n t e  m i s  en c o n t a c t  avec du g e l  d ' a f f i n i t é  s u r  un a p p a r e i l  ro ta -  

t i f  pendant deux h e u r e s  donne un p i c  semblable au p i c  III obtenu 

l o r s  du passage du r écep teu r  p u r i f i é  s u r  l a  colonne de g e l  perméa- 

t i o n  en HPLC. L ' a p p a r i t i o n  de l a  c o l o r a t i o n  b l e u e  i n t e n s e  l o r s  du 

dosage des  p r o t é i n e s  p o u r r a i t  ê t r e  expl iquée  p a r  l a  formation d 'un 

complexe phosphomolybdique en présence de r é s i d u s  du g e l  d ' a f f i n i t é .  

L'absence de p r o t é i n e s  d é t e c t é e s  dans l e  p i c  1 nous a  

condui t  à penser que l e  p i c  obtenu p o u r r a i t  être dû à un 

complexe polynucléo t id ique ,  Ioann id i s  e t  Rousseau (1q84), ayant  

montré une i n t e r a c t i o n  e n t r e  de 1 ' A R N  e t  l e  r écep teu r  à gluco- 

c o r t i c o ï d e s  cy toso l ique .  Le r appor t  D0260/D0280 de 10 n ' e s t  pas 

en f aveu r  de c e t t e  hypothèse(  v o i r  f i g u r e  n o  34) .  

Des i n j e c t i o n s  r épé t ée s  d ' a l i q u o t e s  d 'un  même é l u a t  

de chromatographie montrent une bonne r e p r o d u c t i b i l i t é  de l a  

g e l  perméation en HPLC, t a n t  au niveau de l a  courbe dens i tomét r ique  

qu'au niveau du dosage de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  dans chaque 

f r a c t i o n  ( v o i r  f i g u r e  n o  35 1. 

Un p i c  secondaire  de r a d i o a c t i v i t é  e s t  p a r f o i s  d é t e c t é  

dans une zone de p l u s  f a i b l e  rayon de Stokes ( v o i r  f i g u r e  n o  33 ). 

Ce p i c ,  q u i  avo i s ine  généralement 5 à 10 2 de l a  r a d i o a c t i v i t é  

t o t a l e ,  mais q u i  peut  a t t e i n d r e  30 %, r ep ré sen t e  l e  complexe 

hormone-récepteur t ransformé,  v o i r e  légèrement dégradé. 

P ro toco le  de ~ u r i f  i c a t i o n  2.5 - ------------- ---- - ------ 
Nous employons un p ro toco le  de p u r i f i c a t i o n  en t r o i s  

é t apes  ( v o i r  tableau de p u r i f i c a t i o n ) .  Il comporte une é t a p e  de 



Figure no 34 : Profil densitométrique,en fonction de la longueur 

d'onde, du pic 1-A de la figure n o  

A: DNA ( lmg/ml ) DO 280lDO 260 = 1,84 - 
B: Pic 1-A - DO 280/DO 260 = 12,76 



volume (ml) 

F i g u r e  n o  35 : R e p r o d u c t i b i l i t é  des  i n j e c t i o n s  s u r  l a  co lonne  

TSK G 3000 SM ( 60  cm). 

Deux a l i q u o t e s  A e t  B de  500 u l  de r é c e p t e u r  

p u r i f i é  o n t  é t é  i n j e c t é  s u r  l a  colonne é q u i l i -  

b r é e  en  tampon phosphate  160 mY,mercaptoéthanol 

20 mM, molybdate  de Na , 1 0  mM ,pH 7,4.Le d é b i t  

e s t  de  0 , 5  ml.min-l.50 u l  d e  chaque f r a c t i o n  

s o n t  comptés en r a d i o a c t i v i t é .  



p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  de protamine q u i  donne un taux de  p u r i f i c a t i o n  

8-10 f o i s  avec un rendement de 60-100 %, une é tape  de  chromatographie 

d ' a f f i n i t é  q u i  donne l a  p u r i f i c a t i o n  maximale (800-300 f o i s )  avec un 

rendement de 15-40 %. La p u r i f i c a t i o n  e s t  pratiquement terminée pa r  

1'HPLC q u i  appor te  un f a c t e u r  de p u r i f i c a t i o n  de 2 à 4  se lon  l e s  ca s ,  

avec un rendement de 30-1 00 %. 

Le r écep teu r  à glucocor t ico?des  e s t  a i n s i  p u r i f i é  

dans sa  forme non t ransformée e n t r e  10000 e t  14000 f o i s  en t r o i s  

é t apes  r ap ides  avec un assez  bon rendement (10-30 % f i n a l ) .  



D - CARACTERISATION DU RECEPTEUR NON TRANSFORME PURIFIE 

Le r écep teu r  à g lucocor t i co ldes  de  f o i e  de r a t  non 

t ransformé a é t é  p u r i f i é  dans un é t a t  proche de l 'homogénéité en 

présence de  molybdate p a r  un pro tocole  simple comportant t r o i s  é tapes .  

Le r écep teu r  p u r i f i é  e s t  obtenu l i é  e t  en re la t ivement  f o r t e  concen- 

t r a t i o n  (pa r  rappor t  aux a u t r e s  équipes) .  C e t t e  p a r t i c u l a r i t é  a l l i é e  

à l a  s t a b i l i s a t i o n  du complexe p u r i f i é  en présence de molybdate nous 

a permis de t e n t e r  une approche g loba le  de l a  c a r a c t é r i s a t i o n  du 

récepteur  p u r i f i é  non t ransformé,  c e  que n 'on t  pu f a i r e  l e s  a u t r e s  

équipes ayant  p u r i f i é  l e  récepteur  non t ransformé (vo i r  Tableau 

n o  6 1. 

1) C a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques 

1 . 1  - Analyse ---- ---------- é l e c t r o ~ h o r é t i q u e  ------ -- 

L ' é l u a t  de  chromatographie d ' a f f i n i t é  e t  l e s  f r a c t i o n s  

contenant  l e  récepteur  l i é  obtenues a p r è s  passage s u r  l a  colonne 

de ge l  f i l t r a t i o n  en HPLC ont é t é  soumises à l ' é l e c t r o p h o r è s e  en g e l  

de  polyacrylamide en présence de SDS. Les g e l s  sont  e n s u i t e  co lo ré s  pa r  

l a  méthode au n i t r a t e  d ' a rgen t  dans l e  bu t  d'augmenter l a  s e n s i b i l i t "  

de l a  d é t e c t i o n  des  p ro t é ines .  Sur des  p répa ra t ions  p u r i f i é e s  

4000-6000 f o i s  ap rè s  chromatographie d ' a f f i n i t é ,  l a  technique du 

PAGE-SDS r é v è l e  généralement une s e u l e  bande p a r a i s s a n t  homogène, de 

poids molécula i re  apparent  de 30.000 da l tons  ( v o i r  f i g u r e  n o  35 

e t  photographie n o  1 ) .  Avec des p répa ra t ions  moins p u r i f i é e s  (2000- 

4000 f o i s ) ,  quelques bandes mineures, de poids molécula i re  apparent  de 

78 000, 72 000 e t  48 000 da l tons  son t  p a r f o i s  d é t e c t é e s .  Après passage 

s u r  l a  colonne de g e l  f i l t r a t i o n  en  HPLC, l e  r écep teu r  a p p a m î t  

v i r tue l l emen t  pur. L ' e f f i c a c i t é  du pro tocole  de chromatographie e t  

l ' a i d e  appor tée  par  1'HPLC dans l a  p u r i f i c a t i o n  u l t ime  du récepteur  

peuvent a i n s i  ê t r e  montrées.  

Pourtant  l a  d i f f é r e n c e  obtenue e n t r e  l e  taux de  



:?os résultats 

Poids moléculaire calculé 
(à partir de R et S ) 

S 20,w 

GRANDICS et al 
(1984) - 

Constante de sédimentation S 
2 0 , ~  

Rayon de Stokes en nm (RS) 

Poids moléculaire apparent 
en acrylamide SDS 

Point isoélectrique 

8,2 

790 

Transformabilité 

8-1 0 

7,3 

1 5.1 
(agarose) I - 

I complète l incompl è te 

Taux de purification 1 11.510 1 4.400 

Homogénéité en X 1 > 50 1 20 

. , 
Rendement en Z 

WEISZ et al, 
( 1 9 r  

892 

5,O-5,1 

- 
90.000 

! a  9 
(acrylamide) 

- 

- - 

- 
- 

- 
90.000 

- 

complète 

LUSTENBERGER 
et al. (1981) - 

GOVINDAN et al, 
( 1 984- 

TSAWDAROGLOV 
et al(1981) 

GOVINDAN et 
SEKERIS (1978) 

TABLEAUnD 6 : Comparaison des caractéristiques du récepteur purifié en présence de molybdate par différentes équipes 
i 

GOVINDA3 
(1973) 



Fhotographie n o  1 : V i s u a l i s a t i o n  du r écep teu r  p u r i f i é  c o l o r é  à l ' a r g e n t  

a p r è s  é l ec t rophorèse  en PAGE-SDS. 

1 : é l u a t  de chromatographie d ' a f f i n i t é  

2 : é l u a t  de chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  

en HPLC . 

F i g u r e  no  36 ! Courbe dens i tomét r ique  du r écep teu r  p u r i f i é  a p r è s  

chromatographie d l a f f i n i t é . ~ l l e  e s t  obtenue g r â c e  

à l ' emplo i  d 'un  spectrophotomètre Vernon PHI-6 

ap rè s  c o l o r a t i o n  des p r o t é i n e s  à l ' a r g e n t .  



p u r e t é  c a l c u l é  (> 50 %, v o i r  c h a p i t r e  B )  e t  l a  p u r e t é  a p p a r e n t e  

s u p é r i e u r e  à 30 % v i s u a l i s é e  l o r s  de  l ' é l e c t r o p h o r è s e  l a i s s a i e n t  

p l a n e r  un d o u t e  quan t  à l ' homogéné i t é  d e  c e t t e  bande 30 000 Da. Joab 

e t  a l .  (19841, o n t  montré q u ' i l  e x i s t a i t  une  p r o t é i n e  de  p o i d s  molécu- 

l a i r e  30 000 Da n e  l i a n t  p a s  l 'hormone,  a s s o c i é e  au  r é c e p t e u r  à glucocor -  

t i c o ï d e s  non t r a n s f o r m é  du c y t o s o l  d ' u t é r u s  de  p o u l e t t e .  Une t e l l e  

p r o t é i n e  a  é t é  p r i m i t i v e m e n t  d é c r i t e  dans  l e  r é c e p t e u r  à p r o g e s t é r o n e  

d ' u t é r u s  de  p o u l e t t e ,  g r â c e  à l ' e m p l o i  d ' u n  a n t i c o r p s  monoclonal .  

Ce t  a n t i c o r p s  monoclonal  n e  c r o i s e  malheureusement p a s  avec 1 ' u n i  t é  non 

l i a n t e  du r é c e p t e u r  d e s  mammifères. 

1 . 2  - I s o é l e c  t r o f o c a l i s a t i o n  ...................... 
- 3  

Le complexe L H] TA-récepteur p u r i f i é  a  é t é  a n a l y s é  

p a r  i s o é l e c t r o f  o c a l i s a t i o n  s u r  g e l  d ' a i a r o s e  ( v o i r  f i g u r e  n o  37 ) . 
Une d i s s o c i a t i o n  i m p o r t a n t e  du complexe a  l i e u  au moment de  l a  

f o c a l i s a t i o n  e t  une  g rande  p a r t i e  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  r e t r o u v é e  

dans  l a  r é g i o n  du dépôt  d e  l ' é c h a n t i l l o n .  E l l e  co r respond  à d e  

l 'hormone l i b r e .  Le p r o t o c o l e  n é c e s s i t e  une  d i l u t i o n  du complexe H-R 

p u r i f i é  pour  a b a i s s e r  l a  f o r c e  i o n i q u e  a v a n t  l e  d é p ô t .  Des e s s a i s  

e f f e c t u é s  pour d e s s a l e r  e t  c o n c e n t r e r  l e  complexe p u r i f i é  ne donnent  

pas  d e  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s .  En e f f e t ,  l e  passage  du complexe H-R 

p u r i f i é  s u r  l a  c o l o n n e  TSK G 3000 SW en HPLC é q u i l i b r é e  en  tampon 

phospha te  100 mM c o n t e n a n t  du molybdate e t  du B-mercaptoéthanol 

c o n d u i t  à une p e r t e  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  d é t e c t é e  au n i v e a u  du p i c  

d e n s i t o m é t r i q u e  à 280 nm, de  l ' o r d r e  de  70 % p a r  r a p p o r t  aux r é s u l t a t s  

o b t e n u s  avec  l a  même colonne é q u i l i b r é e  e n  tampon phospha te  160 ml. 11 

e s t  f o r t e m e n t  p r o b a b l e  que  l e  r é c e p t e u r  n e  s o i t  a d s o r b é  s u r  l e  g e l  

d e  s i l i c e  de  l a  co lonne ,  à c e t t e  f o r c e  i o n i q u e .  

Des e s s a i s  o n t  également  é t é  e f f e c t u é s  avec  un 

d i a l y s e u r - c o n c e n t r e u r  microprodicon (Biob lock) .  C e t t e  d i a l y s e ,  ef  f ectut2e 

sous  v i d e  p a r t i e l ,  c o n t r e  un tampon phospha te  50 f i l ,  pH 7 , 4 ,  c o n c e n t r e  

l e  r é c e p t e u r  e n  moyenne 3  f o i s  en moins d e  t r o i s  h e u r e s .  ?lalheureusement,  

l a  p e r t e  de  l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  d é t e c t é e  p a r  l a  méthode à l ' t i y d r o x y l -  

a p a t i t e  s ' é l è v e  généra lement  à p l u s  de  50 2 .  Nous pensons  que c e t t e  

p e r t e  d e  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  n ' e s t  pas  due  à une p e r t e  d ' a c t i v i t é  d e  

l i a i s o n  mais à une i n t e r a c t i o n  d e  t y p e  hydrophobe du complexe 

H-R p u r i f i é  avec  l e  boudin d e  d i a l y s e .  



f r a c t i o n s  

Figure no 37 : Isoélectrofocalisation du récepteur purifié après 

chromatographie d'affinité. 

La flêche indique l'endroit du dépot.L1aliquote (15 ul) 

est dilué au quart avant le dépot pour abaisser la force 

ionique. 

Des bandes de 5 mm sont prélevées dans un couloir témoin 

mises dans un ml d'eau ultrapure.L'ensemb1e est agité 

10 min avant la prise du pH . 



Malgré l e s  p e r t e s  du complexe, s o i t  a v a n t  l e  dépôt  

s o i t  a p r è s  l e  d é p ô t  s u r  l e  g e l  d ' a g a r o s e ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  p e u t  
#. 

e t r e  d é t e c t é e  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour  p e r m e t t r e  l a  d é t e r m i n a t i o n  

du p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  ( v o i r  f i g u r e  n o  37 ). Le p I  d e  5 ; 1  obtenu 

p l u s  d e  6 f o i s  pour  l e  r é c e p t e u r  p u r i f i é  e s t  l e  même que  c e l u i  obtenu 

au l a b o r a t o i r e  s u r  l e  r é c e p t e u r  l i é  c y t o s o l i q u e .  

L ' i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n ,  l o r s q u ' e l l e  e s t  e f f e c t u é e  

en  g e l  d ' a g a r o s e  donne d e s  v a l e u r s  p l u s  f a i b l e s  que  l o r s q u ' e l l e  e s t  

f a i t e  e n  g e l  de  po lyac ry lamide .  L u s t e n b e r g e r  e t  a l .  (1381) o b s e r v e n t  

un p I  d e  5,3. Cet  é c a r t  p e u t  ê t r e  e x p l i q u é  p a r  l e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

e t  l e  c a r a c t è r e  probablement  hydrophobe du r é c e p t e u r  d o n t  1 ' i n t e r -  

a c t i o n  a v e c  l e  g e l  d ' a c r y l a m i d e  gène  l a  f o c a l i s a t i o n .  Smith e t  Hannon, 

1985 o b s e r v e n t  deux p o i n t s  i s o é l e c t r i q u e s  de  5 , 7  e t  6,O-6,5 en  g e l  

d ' a c r y l a m i d e  ( t e c h n i q u e  de  O '  F a r r e l )  pqur  un r é c e p t e u r  de  lymphome huna i n  

p u r i f i é  p a r  immunoadsorbant. Ce r é c e p t e u r  e s t  d é n a t u r é  mais  l a  m i g r a t i o n  

p e u t  ê t r e  s u i v i e  c a r  il e s t  l i é  c o v a l e n t i e l l e m e n t  au m é s y l a t e  de  

dexamé t h a  sone  . 
Les r é s u l t a t s  que  nous  ob tenons  ne  s o n t  c e r t a i n e m e n t  p a s  

dûs  à une d é n a t u r a t i o n  du r é c e p t e u r  pu i sque  l a  r a d i o a c t i v i t é  que 

nous  d é t e c t o n s  ne  r é s u l t e  pas  d 'une  l i a i s o n  c o v a l e n t e  e n t r e  l e  

r é c e p t e u r  e t  l 'hormone ( l e s  e s s a i s  eri vue  d ' o b t e n i r  un r é c e p t e u r  

l i é  c o v a l e n t i e l l e m e n t  s e  s o n t  r é v é l é s  i n s u f f i s a n t s  p o u r  une u t i l i -  

s a t i o n  e n  i s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n ,  v o i r  pa ragraphe  1-4).  Cependant,  il 

e s t  p o s s i b l e  que l e  complexe H-R s o i t  dégradé  dans  l e  sens  d e  l a  

t r a n s f o r m a t i o n  pendant  l ' é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  p u i s q u ' e l l e  e s t  e f f e c t u é e  

en l ' a b s e n c e  de  molybdate .  La c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  du r é c e p t e u r  

a p r è s  f o c a l i s a t i o n  s ' e s t  a v é r é e  i m p o s s i b l e ,  l a  p r é s e n c e  d l a m p h o l i n e s  

i n t r o d u i s a n t  beaucoup t r o p  d ' i n t e r f é r e n c e s  au n iveau  d e  l a  c o l o r a t i o n .  

1.3 - Elec  t r o ~ h o r è s e  "b id imens ionne l l e"  ------- ......................... 
C e t t e  é l e c t r o p h o r è s e  n ' a  p a s  é t é  f a i t e  s e l o n  l a  

t e c h n i q u e  d e  O ' F a r r e l  (1975) e n  boudin  d ' ac ry lamide  pour  l a  p remiè re  

d imension.  Des bandes  d ' a g a r o s e ,  découpées  dans  l e  g e l  r 4 a l i s é  pour  

l ' é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  o n t  é t é  déposées  d a n s  l e s  p u i t s  d ' u n  g e l  en  

g r a d i e n t  d ' a c r y l a m i d e  5-20 2 ,  a p r è s  c o n t a c t  avec  l e  SDS. C e t t e  é l e c -  

t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  a  é t é  r é a l i s é e  dans  l e  b u t  de  v i s u a l i s e r ,  

s o i t  l a  s o u s - u n i t é  JO kSa non l i a n t e  dans  l e  c a s  où e l l e  e x i s t e r a i t ,  

s o i t  de  m o n t r e r  l a  t r a n s f o r m a t i o n  s i  e l l e  s e  p r o d u i t  l o r s  de  l a  

f o c a l i s a t i o n .  



Que l a  première dimension s o i t  e f f ec tuée  en présence 

ou non d 'un dé t e rgen t  non ionique  t e l  que l e  Nonidet P40, l e s  r é s u l t a t s  

sont  l e s  mêmes pour l a  deuxième dimension avec des bandes 90 kDa uni- 

quement au po in t  i s o é l e c t r i q u e  5,1 ( r é s u l t a t s  obtenus deux f o i s ) .  C e t t e  

technique n ' a  donc pas permis, comme nous l ' e s p é r i o n s ,  de p r é c i s e r  l a  

na tu re  homo ou hétéromérique du récepteur  p u r i f i é .  

1.4 - P h o t o a f f i n i t é  

L 'acé tonide  de t r iamcinolone possède des doubles  

l i a i s o n s  conjuguées q u i  augmentent l a  r é a c t i v i t é  de l a  cé tone  en 3 

l o r sque  l e  s t é r o ï d e  e s t  soumis à une e x c i t a t i o n  pa r  l e s  u l t r a - v i o l e t s .  

Une longueur d'onde supér ieure  à 300 nm e s t  cependant c o n s e i l l é e  pour 

é v i t e r  l a  dégradat ion des  p ro t é ines .  Le complexe C'HI TA-récepteur 

p u r i f i é  a  donc é t é  soumis à l ' a c t i o n  des  rayons u l t r a - v i o l e t s  dans 

l e  bu t  d ' o b t e n i r  un marquage covalen t  v t i l i s a b l e  pour une c a r a c t é r i -  

s a t i o n  physicochimique u l t é r i e u r e  du récepteur  dégradé a i n s i  qu'une 

ana lyse  du s i t e  de l i a i s o n  par  coupure enzymatique. Les r é s u l t a t s  obtenus 

a p r è s  une e x c i t a t i o n  de deux minutes du complexe par  l e s  U . V .  n 'on t  

jamais donné de rendement de l i a i s o n  covalen te  g loba le  supér ieure  à 2 % 

a l o r s  que l e s  au t eu r s  annoncent généralement un rendement a t t e i n t  

a v o i s i n a n t  l e s  10 % (Wrange e t  a l . ,  1985 ; Dure e t  a l . ,  1980 ; 

Dellweg e t  a l . ,  1382 ; Gehring e t  a l . ,  1383). Le passage en g e l  de 

polyacry1ami.de SDS du récepteur  p u r i f i é  soumis aux U.V. donne un 

r é s u l t a t  d i f f  i c i lement  i n t e r p r é t a b l e  ( v o i r  f i g u r e  n o  38 ) puisqu'  il 

e x i s t e  d e s  p i c s  r a d i o a c t i f s  p l u s  importants  que c e l u i  q u i  correspond 

au r écep teu r  p u r i f i é .  

1.5 - Gradient de sucrose - mesure du c o e f f i c i e n t  de .............................................. 
sédiments t i o n  ------------- 

Des a l i q u o t e s  du p i c  r a d i o a c t i f  é l u é  ap rè s  g e l - f i l t r a t i o n  

s u r  HPLC son t  déposés s u r  un g r a d i e n t  de sucrose 5-20 % dans l e  tampon 

phosphate 160 mM contenant  du molybdate 10 mM. Le complexe H-R p u r i f i é  non 

transformé sédimente à 8,O-8,3S a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  dans un tampon en 

f o r t e  f o r c e  ionique ( v o i r  f i g u r e  n o  39 1. Les va l eu r s  sont  l e s  mêmes 

que c e l l e s  obtenues a p r è s  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  de l ' e x t r a i t  au s u l f a t e  de  

protamine e t  du r écep teu r  ap rè s  chromatographie d ' a f f i n i t é .  

Pour l e  r écep teu r  p u r i f i é ,  l e  c o e f f i c i e n t  de sédimentat ion 

v a r i e  en fonc t ion  de  l a  fo rce  ionique du tampon (Grandics e t  a l . ,  1984 ont 

un c o e f f i c i e n t  qu i  v a r i e  de 8  à 10 S) e t  de l a  na tu re  du tampon ( r é s u l t a t s  

du l a b o r a t o i r e ) .  Des v a r i a t i o n s  s i m i l a i r e s  sont  observables  pour 



Figure no 38 : Expérience de photoaffinité du complexe '11 - TA- récepteur 

purifié. 

L'aliquote (100 pl) soumis pendant deux minutes à l'excitation 

par les U.V. ,est précipité par 1'ATCA 10% puis repris dans le 

tampon de dépot pour l'électrophorèse en PAGE-SDS. 

Après électrophorèse,des bandes de 2 rmn sont découpées après 

coloration à l'argent puis dissoutes par l'eau oxygénée avant 

comptage de la radioactivité. 
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F i g u r e  no  33 : Cen t r i fuga t ion  en g r a d i e n t  de sucrose  du r écep teu r  p u r i f i é  . 
Des a l i q u o t e s  de 200 J J ~  sont  déposés au sommet d'un g r a d i e n t  

l i n é a i r e  de sucrose ( 5-20 %).Après 17 heures  de  c e n t r i f u g a t i o n  

à 55000 rpm, des  f r a c t i o n s  de 200 J J ~  sont p r é l evées  p a r  l a  

ba se  des  t ubes  p u i s  comptées en r a d i o a c t i v i t é .  

Les s tandards  u t i l i s é e s  sont  l a  c a t a l a s e  ( 11,3 nm) 

l ' a l d o f a s e  ( 7,8 nm) o t  l a  sérumalbumine ( 4 ,3  nm). 



un r é c e p t e u r  c y t o s o l i q u e  s t a b i l i s é  p a r  l e  molybdate  (Sherman e t  a l . ,  1382) .  

Dans c e r t a i n s  c a s ,  nous  avons  pu o b s e r v e r  une p e t i t e  

q u a n t i t é  du r é c e p t e u r  t r ans fo rmé  séd imentan t  à 4 s  en p l u s  du r é c e p t e u r  

non t r a n s f  onné. 

1 .6  - Xesure du rayon d e  S tokes  p a r  HPLC de  g e l  ------------- ----------- -- 
f i l t r a t i o n  ---------- 

Le rayon de  S t o k e s  e s t  d é t e r m i n é  p a r  ch romatograph ie  

d e  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  l a  colonne TSK G4000 SW é q u i l i b r é e  dans  l e  

tampon phospha te  160 mM ( v o i r  f i g u r e  n o  40 1. I l  e s t  d e  7,O + 0 , 2  nm. - 
Nous t r o u v o n s  l a  même v a l e u r  pour  l e  r é c e p t e u r  c y t o s o l i q u e  n a t i f  ou 

l égè rement  f r a c t i o n n é .  

Il e s t  c a l c u l é  s e l o n  l a  fo rmule  : 

Ve - Vo a v e c  Kd = 
V t  - Vo 

Kd : c o e f f i c i e n t  d e  d i s t r i b u t i o n  

V t  : volume t o t a l  d e  l a  co lonne  

Vo : volume e x c l u  

Ve : volume d ' é l u t i o n  pour  une 
p r o t é i n e  donnée 

Les  s t a n d a r d s  employés pour  l a  c o u r b e  d e  c a l i b r a t i o n  s o n t  l z  thyrog lo -  

b u l i n e  (Rs = 8 , 5  nm), l a  6 - g a l a c t o s i d a s e  ( 6 , J  nm), l a  f e r r i t i n e  (6,1 nm), 

l a  c a t a l a s e  (5 ,2  nm) e t  l ' a l d o l a s e  (4 ,8  nm) . 
C e t t e  v a l e u r  e s t  s e n s i b l e m e n t  é q u i v a l e n t e  à c e l l e  

ob tenue  p a r  Grand ics  e t  a l .  (1984) en  f a i b l e  f o r c e  i o n i q u e  s u r  une 

co lonne  d e  g e l  f i l t r a t i o n  c o n v e n t i o n n e l l e  ( v o i r  t a b l e a u  6  ) .  I l s  o b t i e n -  

n e n t  un rayon  d e  S t o k e s  d e  7 , 3  nm. 

Le rayon  de  S t o k e s  de  5,O nm obtenu p a r  L u s t e n b e r g e r  

e t  a l .  (1981) s u r  une  co lonne  de  U l t r o g e l  ACA 34 p o u r r a i t  ê t r e  dû 

à une  mauvaise  c a l i b r a t i o n  de  l a  c o l o n n e  e t  à une d é g r a d a t i o n  du 

complexe p u r i f i é  pendant  l a  d u r é e  d e  l a  chromatographie ,  comme l e  

s u g g è r e n t  Grand ics  e t  a l .  (1984).  

La v a l e u r  que nous obtenons  e s t  également p l u s  f a i b l e  

que c e l l e s  o b t e n u e s  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  s u r  du m a t é r i e l  non p u r i f i é  

avec  un rayon  d e  S t o k e s  v a r i a n t  d e  7 , 3  à 8 , 2  nm (Westphal e t  Beato,  1980 ; 

Sherman e t  a l . ,  1982, 1983).  



Figure  n o  40 : Détermination du rayon de S tokes  du r écep teu r  p u r i f i é .  

500 ~1 de l ' é l u a t  de chromatographie d ' a f f i n i t é  sont déposés 

su r  l a  colonne TSK G 4000 SIJ é q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate 

160 ml4 contenant  du molybdate e t  des  réducteurs  des t h i o l s .  50 ~1 

de chaque f r a c t i o n  sont  comptés en r a d i o a c t i v i t é .  

V e t  V r ep ré sen ten t  respectivement l e  volume exclu e t  l e  
O t 

volume t o t a l  de  l a  colonne.La c a l i b r a t i o n  e s t  obtenue en  u t i l i -  

s an t  comme s tandards  : 1) l a  Thyroglobuline ( 8 ,5  nm ) , 
2 ) l a f  -ga l ac tos idase  ( 6 , ?  nm ) , 3)  l a  f  e r r i t i n e  ( 6,1 nm ) ,  

4) l a  c a t a l a s e  ( 5 ,2  nm ) e t  5) l ' a l d o l a s e  ( 4 , 8  nm ) .  

La f i g u r e  en i n s e r t  r ep ré sen te  l a  courbe é t a l o n  obtenue à 

p a r t i r  de ces  va l eu r s .  

Un rayon de S tokes  de 7,O nm e s t  obtenu pour l e  r écep teu r  p u r i f i é .  



Cet é c a r t  o b s e r v é  p e u t  ê t r e  e x p l i q u é  p a r  l ' e m p l o i  de  

t e c h n i q u e s  d i f f é r e n t e s  pour  l a  d é t e n i n a t i o n  du rayon d e  S tokes ,  l a  g e l  

f i l t r a t i o n  e n  HPLC d a n s  n o t r e  c a s ,  au  l i e u  de  t e c h n i q u e s  c l a s s i q u e s  

d e  chromatographie  pour  l e s  a u t r e s  a u t e u r s .  

1.7 - ---- R é c a p i t u l a t i f  -------- 

L'emploi de  t e c h n i q u e s  e t  d e  c o n d i t i o n s  d i f f é r e n t e s  pour 

l a  mesure du rayon d e  S t o k e s  e x p l i q u e n t  l a  d i f f é r e n c e  observée dans  

l e  c a l c u l  du p o i d s  m o l é c u l a i r e  p a r  l e s  a u t e u r s .  Nous t rouvons un po ids  

m o l é c u l a i r e  d e  25.000 d a l t o n s  en f o r t e  f o r c e  ion ique  c o n t r e  298.000- 

319.000 (Sherman e t  a l . ,  1982 ; Vedeckis ,  1983) . 
Le p o i d s  m o l é c u l a i r e  de 250.000 d a l t o n s  e s t  obtenu 

p a r  l a  formule  d e  S i e g e l  e t  Xonty (1966) ;  

l e  r a p p o r t  d e  f r i c t i o n  PIF0 p a r  l a  f o n u l e  

avec  M = p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( d a l t o n s )  

R = rayon  de S t o k e s  ( ~ n g s t r o m s )  
S  

S = c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  (Svedberg) 

; = volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l  (cm3 x  - I )  

= 0,732 

= v i s c o s i t é  du m i l i e u  

c = d e n s i t é  

N = nombre d '  

FIFo = r a p p o r t  d e  f r i c t i o n  

Le r a p p o r t  a x i a l  a / b  e s t  dé te rminé  en p r e n a n t  comme hypothèse  que l e  

r é c e p t e u r  a  l a  forme d 'un  e l l i p s o ï d e  a l l o n g é .  Le r a p p o r t  a x i a l  a / b  e s t  

une f o n c t i o n  d e  l ' é q u a t i o n  : 



2 2 112 
F/Fo = (1 - b / a  1 

2 2 112 
(b / a l2 I3  log  1 + (1-b /a  

b  /a 

En c e  q u i  concerne l e s  récepteur  ç t é r o i d i e n s ,  Sherman (19751, Sherman 

e t  a l .  (1982, 1983) donnent pour l e s  é q u a t i o n s ( l )  e t  (2)  l e s  v a l e u r s  

su ivan te s  : 

l e  c a l c u l  d e  ces  paramètres  donne donc pour l e  complexe H-R p u r i f i é  

un poids  molécula i re  de 245.000 da l tons ,  un rappor t  de f r i c t i o n  de 

1,56 e t  un rappor t  a x i a l  a /b  = 1 1 ,  semblable à c e l u i  c a l c u l é  par  

Weisz e t  a l .  (1984) q u i  e s t  de 12. Un t e l  rappor t  a x i a l  r évè l e  une 

molécule asymétrique. Le poids molécula i re  de 250.000 da l tons  passe  

à 278.000 lo r sque  l e s  expériences sont  e f f e c t u é e s  dans un tampon de  

f a i b l e  f o r c e  ionique.  Comme l e  supposent Lu t tge  e t  a l .  (1984), il e s t  

p o s s i b l e  que l e  r écep teu r  a i t  une s t r u c t u r e  t r imér ique ,  chaque sous- 

u n i t é  f a i s a n t  90.000 da l tons .  

2) Chromatographie covalen te  s u r  g e l  à pont d i s u l f u r e  

Le complexe hormone-récepteur à g lucocor t i co ides  

p u r i f i é  3000 f o i s  e s t  adsorbé s u r  une colonne de chromatographie 

cova len te  à pont d i s u l f u r e .  C e t t e  chromatographie e s t  p ra t iquée  en 

l ' absence  de réducteurs  de t h i o l s  e t  en présence de sérumalbumine 

t r a i t é e  à l a  N-éthylmaléimide, pour s t a b i l i s e r  l e  r écep teu r  ( Idz io rek  

e t  a l . ,  1985b). L ' é l u t i o n  e s t  e f f ec tuée  en présence de mercaptoéthanol 

en excès ( v o i r  f i g u r e  n o  41 1. Les deux p i c s  1 e t  II obtenus ( f i g u r e  

no 42 a  ) avant  e t  ap rè s  é l u t i o n  ont  é t é  ana lysés  pa r  chromatographie 

de g e l  perméation h a u t e  performance. Un a l i q u o t e  du récepteur  p u r i f i é  

a p r è s  chromatographie d ' a f f i n i t é  e s t  déposé en HPLC comme témoin. Le 

p i c  exc lu  1 r ep ré sen te  22 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  e t  ne c o n t i e n t  que de 

l 'hormone l i b r e  ( v o i r  f i g u r e  n o  42  b ) .  Le p i c  g lué  par  l e  8-mercapto- 

é thanol  r ep ré sen te  61 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  e t  c o n t i e n t  l e  récepteur  

l i é ,  dont l a  forme r e s t e  inchangée ap rès  chromatographie covalen te  

( v o i r  f i g u r e  no 42 b ) .  Le rendement d ' ob ten t ion  du complexe p u r i f i é  

ap rè s  é l u t i o n  par  l e  B-mercaptoéthanol n ' e s t  que de 35 2.  La f o r t e  



-1 S-SR' + R S H  

F i g u r e  n o  41 : Schéma de r é a c t i o n  de l a  chromatographie cova len te  du 

r écep teu r  à g lucoco r t  i c o ï d e s  p u r i f i é  s u r  l e  t h i o l  

Sépharose 4B.  A) Un groupement t h i o l  du r écep teu r  

p u r i f i é  s u b i t  une r é a c t i o n  d'échange avec l e  grou- 

pement 2-pyridyl-sulfure  de l a  ma t r i ce .  B)  Après 

l a v a g e , l l é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  par  des  composés 

su l fhyd ry l s  a j o u t é s  en excès.  
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Figu re  n o  42  : Chromatographie cova len te  du r écep teu r  à g lucoco r t i co?des  
hautement p u r i f i é  (3000 f o i s )  en présence de molybdate. 

A- A 0 , 5  m l  d ' é l u a t  de chromatographie d ' a f f i n i t é  contenant  
l e  complexe 3~ -R e s t  a j o u t é  0 , 5  mg de sérumalbumine bovine 
t r a i t é e  par  de l a  N-éthylmaléimide , p u i s  l 'ensemble e s t  
soumis à une g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une colonne dlACA 202 équi- 
l i b r é e  dans un tampon ne conrenant  pas de t h i o l s  (pH 7,6 ) 
( KxP04 ,100 mM , NaCl , 200 mM , EDTA , 1mM ) . ~ e  p i c  exc lu  
e s t  chargé  s u r  une colonne de 1 m l  de t h i o l  Sépharose 4B 
é q u i l i b r é e  dans l e  même tampon.Après 90 min d ' i ncuba t ion  à 
O°C, l ' é l u t i o n  e s t  e f f ec tuée  en p ré  ence de -mercaptoéthanol -7  100 mN avec un d é b i t  de 0,1 m l  min .Les f r a c t i o n s  de 4min 
r e c u e i l l i e s  son t  e n s u i t e  t e s t é e s  en r a d i o a c t i v i t é .  

B- Les  p i c s  r a d i o a c t i f s  1 ( A  ) e t  II ( O )  obtenus en A sont  
a n a l y s é s  en chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  HPLC s u r  l a  
colonne TSK G 3000 SW e t  comparés à l ' é l u a t  de chromatogra- 
ph i e  d ' a f f i n i t é  ( ) . 



p e r t e  d ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  peu t  ê t r e  fac i lement  expl iquée par  

l ' i n s t a b i l i t é  du récepteur  p u r i f i é  en l ' absence  de réducteurs  de 

t h i o l s .  

Les premiers a u t e u r s  à montrer  l ' e x i s t e n c e  de groupements 

t h i o l s  par  un système de chromatographie covalen te  on t  é t é  Harr ison 

e t  a l .  (1983) q u i  on t  u t i l i s é  un r écep teu r  dénaturé l i é  cova len t i e l -  

lement à l a  dexaméthasone. Ces expériences ne donnent donc pas 

d ' in format ion  s u r  l ' e x i s t e n c e  de groupements t h i o l s  a c c e s s i b l e s  s u r  

l e  complexe H-R n a t i f .  Pendant l a  r édac t ion  de l a  pub l i ca t ion ,  Bodwell 

e t  a l .  (1984) ont  montré en u t i l i s a n t  deux g e l s  à pont d i s u l f u r e  

d i f f é r e n t s  que l 'environnement é l ec t ron ique  ou s t é r i q u e  de l a  ou des 

c y s t é i n e s  i n t e r a g i s s a n t  avec l e  ge l  n ' é t a i t  pas l e  même su ivant  que l e  

complexe H-R é t a i t  transformé ou non. L'un des g e l s  l i e  à l a  f o i s  l e  

complexe non transformé e t  t ransformé,  l'e second ne l i e  que l e  

complexe transformé. Le g e l  que nous avons u t i l i s é  p a r  l a  r é p a r t i t i o n  

des  charges  s u r  l e  b r a s ,  ressemble à c e l u i  de Bodwell e t  a l .  (1  384) 

q u i  l i e  à l a  f o i s  l e s  complexes non t ransformés e t  t ransformés ( Idz iorek  

e t  a l . ,  1985b). Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus montrent c la i rement  

que l e  complexe p u r i f i é  c o n t i e n t  au moins un t h i o l  a c c e s s i b l e  a u t r e  

que c e l u i  du c e n t r e  a c t i f  et que l ' é l u t i o n  par  de f o r t e s  concent ra t ions  

de  6-mercaptoéthanol n ' a  pas d ' i n f luence  s u r  l e  taux de t ransformation 

du complexe H-R, contrairement  à c e  que l ' o n  a u r a i t  pu penser (?lac 

Donald e t  a l . ,  1982). 

3) Chromatographie d'échange d ' i ons  en HPLC 

3 
Le complexe [ HI TA-récepteur hautement p u r i f i é  obtenu 

ap rès  chromatographie de g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC a é t é  chargé s u r  une 

colonne de DEAE (TSK 545 DEAE, LKB) é q u i l i b r é e  dans un tampon phosphate 

de potassium 50 mM contenant  des  réducteurs  de t h i o l s  e t  du molybdate. 

Le r écep teu r  e s t  é l u é  par  un g rad ien t  l i n é a i r e  de ch lo ru re  d e  potassium 

0-0,5 M. Le r écep teu r  l i é  p u r i f i é  e s t  obtenu dans un p i c  unique 

r a d i o a c t i f  é l u é  à 315 mEq d ' i o n  potassium ( s o i t  235 m\f de KC1) ( v o i r  

f i g u r e  no 43 ).  Ce r é s u l t a t  correspond à c e l u i  obtenu avec l e  

r écep teu r  cy toso l ique  (vo i r  f i g u r e  n o  44 A ) .  L ' e f f i c a c i t é  de l a  

s é p a r a t i o n  e s t  exce l l en t e .  Le p i c  obtenu e s t  t r è s  é t r o i t  e t  p lus  de 



nombre de fractions 

F i g u r e  n o  43 ! Chromatographie d'échange d ' i ons  en HPLC. 

U n  a l i q u o t e  ( 500 p l )  du r écep teu r  hautement p u r i f i é  

obtenue a p r è s  chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  en HPLC 

est d i l u é  q u a t r e  f o i s  avec du tampon phosphate 10 mN 

pH 7 , 4  p u i s  chargé s u r  une colonne DEAE 545 LKB é q u i l i -  

b r é e  dans l e  tampon phosphate 50 ml contenant  du molybdate 

e t  des r éduc t eu r s  de t h i o l s  ,pH 7,4 à O°C.Après 20 min 

d e  lavage , l l é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  avec un g r a d i e n t  l i n é a i r e  

d e  KC1 0-0,5 M.Le d é b i t  e s t  de 0 , 5  m l  .min-' .Des f r a c t i o n s  

d e  0,5 m l  s o n t  c o l l e c t é e s  e t  50 p l  de  chaque f r a c t i o n  sont  

ana lysées  pour l e  dosage de l a  r a d i o a c t i v i t é  et du potassium. 



nombre de fractions 

F i g u r e  n o  44 : chromatographie  d 'échange d ' i o n s  en HPLC du c y t o s o l  d e  f o i e  
3 de rat  incubé en p r é s e n c e  de  H TA 30 nM dans  l e  tampon 

T r i s  20 mY ,mercap toé thano l  20  mM EDTA 1 mM g l y c é r o l  10 % , 
pH 7,4 .  

A - passage  du complexe H-R non t rans formé  

B - passage  du complexe H-R t r ans formé  pendant  30 min à 30°C. 



50 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  e s t  re t rouvée  dans une s e u l e  f r a c t i o n  

de 0 , 5  m l  s u r  un g r a d i e n t  comportant 40 f r a c t i o n s .  Cependant, l e  

rendement de l a  DEAE en HPLC e s t  f a i b l e  p u i s q u ' i l  e s t  compris e n t r e  

30 e t  40 % de l ' a c t i v i t é  de  l i a i s o n  déposée. Un a l i q u o t e  de chaque 

f r a c t i o n  déposée en PAGE-SDS montre qu 'à  l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  co r re s -  

pond l a  bande 90 kDa ( v o i r  photographie no  2 e t  f i g u r e  n o  45 1 .  Un 

a l i q u o t e  de l a  f r a c t i o n  contenant  50 % de l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  a  é t é  

de nouveau déposé s u r  l a  colonne de g e l  f i l t r a t i o n  hau te  performance. 

Le rayon de Stokes de 7,O nm observé montre que l e  complexe r e s t e  i n t a c t  

a p r è s  l a  DEAE en HPLC. Le rendement f a i b l e  (25 2) peut ê t r e  imputé 

à l a  grande i n s t a b i l i t é  du complexe r é s u l t a n t  de sa  p u r i f i c a t i o n  

extrême . 
Sur des  colonnes de  DEAE c l a s s i q u e s ,  l e  r écep teu r  p u r i f i é  

e s t  é l u é  avec une f o r c e  ion ique  équ iva l en te  (0,23 M pour Weisz e t  a l . ,  

1984) ou p lus  f o r t e  (0,28 M pour Grandics e t  a l . ,  1984) de phosphate de 

potassium. Mais c e s  r é s u l t a t s  ne sont  pas  comparables avec l e s  n ô t r e s ,  

n ' é t a n t  e f f e c t u é s ,  n i  avec l a  même technique, n i  avec l e  même ion 

d '  é l u t i o n .  

4) Transformation du récepteur  p u r i f i é  s u r  DEAE-HPLC 

Une é tude  p r é l i m i n a i r e  e f f ec tuée  s u r  un récepteur  

cy toso l ique  transformé montre que l a  t ransformat ion  pa r  l e  chauffage 

du complexe H-R en l ' absence  de  molybdate provoque une b a i s s e  de l a  

f o r c e  ion ique  d ' é l u t i b n  du récepteur .  Les r é s u l t a t s  sont  équ iva l en t s  

à ceux d é c r i t s  dans l a  l i t t é r a t u r e  ( v o i r  revue de Schmidt e t  Litwnck, 

1982). C e t t e  f o r c e  ionique passe de 320 mEq à 160-220 mEq d ' i o n  potassium 

( v o i r  f i g u r e  no  44 B) e t  montre a i n s i  que l a  t ransformation 

e n t r a î n e  l ' e x p o s i t i o n  de charges p o s i t i v e s  à l a  s u r f a c e  de l a  p r o t é i n e .  

Le rendement de t ransformat ion  du récepteur  cy tosol ique  e s t  de 50 %. 

Le récepteur  p u r i f i é  en présence de molybdate a é t é  

déposé ap rès  chromatographie d ' a f f i n i t é  ( taux  de p u r i f i c a t i o n  = 

6000) s u r  l a  colonne de DEAE eri HPLC é q u i l i b r é e  dans l e  tampon sans  

molybdate. La colonne e s t  l avée  20 minutes avec l e  tampon avant  de 

l a n c e r  l e  grad ien t . (voi r  f i g u r e  n o  46). 



F i g u r e  n o  45 : Courbe d e n s i t o m é t r i q u e  du r é c e p t e u r  p u r i f i é  a p r è s  é l e c t r o -  

phorè 'se en PAGE-SDS e t  r é v é l a t i o n  à l ' a r g e n t .  

A - Récepteur  p u r i f i é  a p r è s  chromatographie  d ' a f f i n i t é  

B - Récepteur  p u r i f i é  a p r è s  chromatographie  d 'échange d ' i o n s  

en ~ ~ L C . L ' a l i q u o t e  déposé  cor respond  au sommet du p i c  

r a d i o a c t i f  obtenu a p r è s  é l u t i o n  p a r  l e  g r a d i e n t  de  K C 1 .  



Photograph ie  n o  2  : R é v é l a t i o n  à l ' a r g e n t  a p r è s  é l e c t r o p h o r è s e  en  PAGE-SDS 

d ' a l i q u o t e s  d e s  f r a c t i o n s  ob tenues  a p r è s  chromatograpli ie 

d 'échange d '  ions  en IlPLC ( f i g u r e  4 3 )  .Les  f r a c t i o n s  

1 ,  2, 3 ,  4 ,  5 cor responden t  au  p i c  d e  r a d i o a c t i v i t é  

obtenu à l a  f i g u r e  4 3 .  A l a  f r a c t i o n  3  cor responden t  l e  

sommet de  p i c  r a d i o a c t i f  e t  l a  courbe d e n s i t o m é t r i q u e  d e  
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S i g u r e  n o  46 : Transformation à 0°C du récepteur  hautement p u r i f i é  s u r  l a  

colonne d'echange d ' i ons  en HPLC. 

Un a l i q u o t e  ( 500 ~1 ) de l ' é l u a t  de chromatographie contenant  

l e  récepteur  p u r i f i é  e s t  d i l u é  q u a t r e  f o i s  par  l e  tampon K PO 
x 4 

20 mM pH 7 ,4  e t  chargé su r  l a  colonne DE4E 545 LKB é q u i l i b r é e  

dans l e  tampon KxP04 50 mM. ,mercaptaéthanol 20 mM , pH 7 ,4  . 
Après un lavage de 20 min q u i  permet l ' é l i m i n a t i o n  de l ' e x c è s  

de s t é r o ï d e  l i b r e  e t  l a  t ransformat ion  c a r  l e  tampon ne c o n t i e n t  

pas de molybda te , l l é lu t ion  e s t  e f f e c t u é e  c o n t r e  un g rad ien t  

l i n é a i r e  de  KC1 0-0,5 ?4 dans l e  tampon.Le d é b i t  e s t  de 0 ,5  m l  x 
- 1 

min .Des f r a c t i o n s  de 0,5 m l  sont  c o l l e c t é e s  e t  des a l i q u o t e s  

de 50 p l  d e  chaque f r a c t i o n  sont  ana lysées  pour l e  dosage de  l a  

r a d i o a c t i v i t é  e t  du Potassium. 



Les  r é s u l t a t s  ob tenus  s u r  3 e x p é r i e n c e s  montrent  que l e  
3 

complexe [ H] TA-récepteur p u r i f i é  e s t  é l u é  sous  forme d e  deux p i c s  

d o n t  l ' u n  e s t  é l u é  à 325 mEq d ' i o n  po tass ium e t  l e  second à 140-180 mEq. 

P a r  comparaison avec  l e s  formes c y t o s o l i q u e s  ob tenues ,  l e  p remier  p i c  

cor respond  au r é c e p t e u r  p u r i f i é  non t rans formé  e t  l e  second au r é c e p t e u r  

p u r i f i é  t r ans formé .  C e t t e  d e r n i è r e  forme r e p r é s e n t e  35 % de l ' a c t i v i t é  

d e  l i a i s o n  é l u é e .  Les  p r o f i l s  d ' é l u t i o n  que nous ob tenons  p a r  1'HPLC 

s o n t  s i m i l a i r e s  à ceux o b t e n u s  a p r è s  chromatographie  s u r  DEAE-cellulose 

du r é c e p t e u r  d e  f o i e  de  r a t  t r ans formé  c y t o s o l i q u e  (Sakaue e t  Thompson, 

1977 ; Parchman e t  Litwack, 1977) ou hautement  p u r i f i é  (Wrange e t  a l . ,  

1979, 1984 ; Grandics  e t  a l . ,  1984). 

Le rendement de t r a n s f o r m a t i o n  de  10 % p a r  r a p p o r t  

à l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  t o t a l e  déposée p é u t  ê t r e  e x p l i q u é e  p a r  l ' i n s t a -  

b i l i t é  du complexe hautement p u r i f i é  en  l ' a b s e n c e  d e  molybdate.  

Nos r é s u l t a t s  montrent  a i n s i  que l e  r é c e p t e u r  hautement 

p u r i f i é  e s t  c a p a b l e  de  s e  t r a n s f o r m e r  spontanément à 0°C l o r s q u e  l ' o n  a 

e n l e v é  l e  molybdate.  Ce r é s u l t a t  e s t  conf i rmé  p a r  Govindan e t  a l .  (1984) 

q u i  r é u s s i s s e n t  à t r a n s f o r m e r  à 90 % p a r  l a  c h a l e u r  yn r é c e p t e u r  dont  l e  

t a u x  d e  p u r i f i c a t i o n  e s t  d e  l ' o r d r e  d e  g randeur  du n ô t r e ,  c o n t r a i r e m e n t  

à Grandics  e t  a l .  (1984) d o n t  l e  r é c e p t e u r  p u r i f i é  n ' e s t  t r a n s f o r m a b l e  

qu ' en  p résence  d e  f a c t e u r s  c y t o s o l i q u e s  r a j o u t é s  au moment de  l a  

t r a n s f o r m a t i o n .  



CONCLUSION 



Le m e i l l e u r  f a c t e u r  de p u r i f i c a t i o n  dans l e  pro tocole  

que nous u t i l i s o n s  e s t  appor té  par  l a  chromatographie d ' a f f i n i t é .  

Le dosage des  fonc t ions  g r e f f é e s  s u r  l e  g e l ,  dont nous avons 

terminé l ' é t u d e ,  a  permis d ' a v o i r  une bonne approximation de  l a  

s t r u c t u r e  du g e l  à l a  f i n  de l a  synthèse.  Le ge l  a c t i v é  à pH a l c a l i n  

s ' e s t  r é v é l é  e f f i c a c e  e t  exce l l en t .  

I n t ég rée  dans l e  pro tocole  de  p u r i f i c a t i o n  en t r o i s  

é t apes ,  e t  opt imisée pa r  l ' emplo i  d 'un lavage  rap ide  e t  e f f i c a c e ,  

l a  chromatographie d ' a f f i n i t é  permet d ' o b t e n i r  un complexe p u r i f i é  

en f i n  de  chaîne p l u s  de 10 000 avec un rendement de l ' o r d r e  de 

20 % e t  un taux d e  pu re t é  de l ' o r d r e  de 50 2 .  La synthèse  du g e l  

e f f e c t u é e  à pH n e u t r e  n ' a  pas donné l e s  r é s u l t a t s  escomptés, mais 

e l l e  m é r i t e  d ' ê t r e  poursu iv ie  c a r  e l l e  l i m i t e  de façon conséquente 

l ' a p p a r i t i o n  de fonc t ions  g r e f f é e s  de r é a c t i v i t é  f a i b l e  t e l l e s  que 

l e s  imidocarbonates, 

Para l lè lement  aux progrès  r é a l i s é s  avec l e s  dosages 

des p r o t é i n e s ,  l a  g e l  f i l t r a t i o n  par  chromatographie l i q u i d e  à h a u t e  

performance a  permis d 'amél iorer  l e s  dosages de l ' a c t i v i t é  de 

l i a i s o n  du récepteur  p u r i f i é  e t  pratiquement de terminer  l a  p u r i f i -  

c a t i o n  du récepteur  non transformé. 

Employée dans l e  cad re  de l a  g e l  f i l t r a t i o n  ou de  

1' échange d ' ions ,  l a  chromatographie l i q u i d e  à haute  performance 

a  également permis de  c a r a c t é r i s e r  l e  r écep teu r  p u r i f i é .  

L'ensemble des r é s u l t a t s  que nous avons p ré sen té s  

permettent ,  pour l a  première f o i s ,  d ' avo i r  une idée  g loba le  du 

complexe hormone-récepteur p u r i f i é  en présence de molybdate. Bien 

s û r ,  c e t t e  c a r a c t é r i s a t i o n  n ' e s t  pas complète. Un marquage covalen t  

e f f i c a c e  p e r m e t t r a i t  à l a  f o i s  de  conna î t r e  l e  s i t e  de l i a i s o n  du 

s t é r o ï d e  s u r  l e  r écep teu r  e t  de pouvoir déterminer  l a  s t r u c t u r e  

q u a t e r n a i r e  (homo- ou hétéromérique) du récepteur .  Des a n t i c o r p s  

monoclonaux d i r i g é s  c o n t r e  l e  récepteur  e t  c o n t r e  l a  s t r u c t u r e  non 



l i a n t e  a s s o c i é e  pourra ien t  é t a y e r  l a  seconde hypothèse. 

Le second point ,prometteur  e t  à m e t t r e  en v a l e u r , ,  

c ' e s t  l a  p o s s i b i l i t é  q u ' o f f r e  l e  récepteur  hautement p u r i f i é ,  de 

e  t ransformer spontanément par  l a  cha leur  ou l a  f o r c e  ion ique  en 

l ' absence  de molybdate. Une é tude  menée s u r  c e t t e  base peu t  con t r ibue r  

à o u v r i r  une v o i e  nouvel le  dans l a  compréhension du mécanisme 

d ' a c t i o n  molécula i re  des  hormones s t é r o ï d e s .  



APPENDICE TECHNIQUE 



MESURE DE LA LIAISON AU RECEPTEUR 

1) Récepteur  c y t o s o l i q u e  ou e x t r a i t  de  s u l f a t e  de protamine 

0 , 5  m l  d e  c y t o s o l  ou 50 p l  d ' e x t r a i t  de s u l f a t e  de  p ro tamine  

d i l u é  au 1/10 s o n t  incubés  avec 30 nM d e  s t é r o ï d e  t r i t i é ,  P H ~ d e x a m é -  
3 thasone  ou [ H] acétoni.de d e  t r i a m c i n o l o n e  d ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

20-40 ~ i / r n m o l e  - AMERSHAM ou NEN) pendant 18 h e u r e s  à 0°C. Une 

i n c u b a t i o n  en p r é s e , c e  d 'un  excès  d e  500 à 1000 f o i s  du s t é r o ï d e  

f r o i d  (Dex ou TA) permet d e  mesurer  l a  l i a i s o n  non s p é c i f i q u e .  Toutes  

l e s  i n c u b a t i o n s  son t  f a i t e s  en double  - deux techn iques  p e r m e t t e n t  

d e  mesurer  l e  s t é r o ï d e  l i é .  

a )  Charbon-dextran (Rousseau e t  a l . ,  J .  Mol. B i o l . ,  1972, 67, 

93-1 15) 

- RéacLi6 

Suspension d e  charbon 

Charbon a c t i v é  N o r i t  195 g 

Dextran T70 0 ,15  g 

Tampon phospha te  d e  K 
160 mM, pH 7,4  50  m l  

- Made o p é m X o h e  

A l ' a r r ê t  d e  l ' i n c u b a t i o n ,  on p r é l è v e  2 f o i s  0 , 2  m l  

dans  chaque t u b e  d ' i n c u b a t i o n  auxquels  on mélange 0 ,1  m l  

d e  suspens ion  d e  charbon. Après 10 secondes  d ' a g i t a t i o n  

au Vortex e t  15 minu tes  d e  c o n t a c t ,  l e s  t u b e s  s o n t  

c e n t r i f u g é s  à 5000 cpm pendant  3 minutes .  

150 ~1 d e  surnagean t  s o n t  p r é l e v é s  e t  a j o u t é s  à 5 m l  

dlAqualuma. 



b)  Hydroxyapa t i t e  (Atger e t  a l . ,  Biochemist ry  (1976) 15, 

4238-4304) 

Hydroxyapat i t e  (Biorad) 2g 

Phosphate  d e  K 10 mM pH 7 ,4  10 m l  

Ce r é a c t i f  e s t  p r é p a r é  2 h e u r e s  a v a n t  l ' e m p l o i  e t  

r e f r o i d i  à 4°C. 

A l 'arrêt  d e  l ' i n c u b a t i o n ,  2 f o i s  0 , 2  m l  d e  c y t o s o l  s o n t  

déposés  s u r  1,4 m l  d ' U P  d i s p o s é s  dans d e s  microcolonnes .  

On f a i t  p é n é t r e r  l e  c y t o s o l  dans  l e  g e l .  Après 2 minu tes ,  l e s  

c o l o n n e s  s o n t  r e l i é e s  à une trompe à v i d e .  Sous a s p i r a t i o n ,  

on f a i t  p a s s e r  50 m l  de  tampon phosphate 10 pour  é l i m i n e r  

l 'hormone l i b r e .  Le g e l  e s t  amené à sec  sous  a s p i r a t i o n  

douce, p u i s  r é c u p é r é  e t  p l a c é  dans  une f i o l e  à s c i n t i l l a t i o n  

avec 5 m l  dlAqualuma. 

c )  C a l c u l  

Pour chaque p o i n t ,  on a u r a  2 x 2 r é s u l t a t s  d o n t  on 

c a l c u l e  l a  moyenne. La l i a i s o n  s p é c i f i q u e  e s t  c a l c u l é e  p a r  

d i f f é r e n c e  e n t r e  l a  moyenne ob tenue  pour 1' i n c u b a t i o n  en 

p résence  d'hormone t r i t i é e  s e u l e  e t  l a  moyenne de  l ' i n c u b a -  

t i o n  en  p résence  d'hormone t r i t i é e  e t  f r o i d e . e t  ramenée en 
- 1 - 1 coups min . m l  

2) Récepteur  p u r i f i é  

a )  Charbon d e x t r a n  



Spéci f ique  Non spéc i f i que  

Elua t 30 J . I ~  So lu t ion  é luan te  30 p l  

SAB ( 1 Omg / m l  1 45 p l  SAB (1 Omg/ml) 45 J J ~  

Tampon phosphate 31 5 p l  Tampon phosphate 315 p l  
160 rnM 160 mM 

On pré lève  3 f o i s  150 J J ~  auxquels on a j o u t e  75 J J ~  de s o l u t i o n  de  

charbon d i l u é e  au 112 ( s u r  l e s  p r épa ra t i ons  les  p l u s  pures ,  l e  charbon 

dext ran  à 3 % d i s s o c i e  l e  complexe hormone-récepteur e t  nous préférons  

u t i l i s e r  un charbon à 1 , 5  2 ) .  Après 7 minutes e t  30 secondes d e  con tac t  

l e s  tubes  son t  c e n t r i f u g é s  à 5000 cpm pendant 3  minutes,  p u i s  100 p l  

du surnageant sont  p r é l evés  e t  a j o u t é s  à 5 m l  d1Aqualuma. 

b) Hydroxyapat i t e  

Spéc i f ique  non spéc i f i que  

Elua t  66 J J ~  So lu t ion  é l u a n t e  66 J J ~  

Tampon phosphate 264 p l  SAB Img/ml 
10 mil 

c o n t a c t  30 minutes  

Tampon phosphate 
10 dl 231 p l  

Il e s t  n é c e s s a i r e  d ' e f f e c t u e r  une d i l u t i o n  au 115 du r écep teu r  p u r i f i é  

pour b a i s s e r  l a  f o r c e  ion ique  e t  permet t re  l ' a d s o r p t i o n  du complexe 

hormone-récepteur s u r  1'HAP. La s u i t e  des  opé ra t i on  s ' e f f e c t u e  comme 

au 5 1-b) 

c )  Gel perméation s u r  précolonne LKB 

On u t i l i s e  une pompe HPLC Shimadzu à l a q u e l l e  e s t  r e l i é e  l a  précolonne 

LKB TSK GSkP (7 ,5  x 100 mm) é q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate de 

K 160 mY, 2-mercaptoéthanol 20 mM, Na2Mo04 10 mM, pH 7,4.  Le d é b i t  de 

l a  pompe e s t  de  0 , 5  m l  min-' e t  nous r e c u e i l l o n s  des  f r a c t i o n s  de  0 , 3  m l .  

Après i n j e c t i o n  de 0 ,5  m l  de  r écep teu r  hautement p u r i f i é  des  a l i q u o t e s  

de 30 p l  son t  p r é l evés  e t  a j o u t é s  à 5 m l  dlAqualuma. 



DOSAGE DES PROTEINES 

1) Méthode de Bensadoun e t  B e i n s t e i n ,  Anal.  Biochem. (1976) 70, 

241-250. 

- S o l u t i o n  d e  désoxychola te  de  N a  0 , 2  % 

- Acide désoxychol ique 

- Soude ~ / 1 3  

- S o l u t i o n  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  25 % -- 

- ACTA 

- H20 

- Tampon b i c a r b o n a t e  

S o l u t i o n  A NaHC03 84 g  

H2° qSP 500 m l  

S o l u t i o n  B NaOH 45 g  

H2° qSP 300 m l  

mélanger  l e s  s o l u t i o n s  A  e t  B e t  complé te r  à 1000 ml 

avec H O d i s t i l l é e  
2  

- S o l u t i o n  c u p r o t a r t r i q u e  

S o l u t i o n  c u i v r i q u e  

S o l u t i o n  t a r t r i q u e  

t a r t r a t e  4  g  
d e  Na e t  K 

H2° ~ S P  1000 m l  
mélanger  en p a r t i e s  é g a l e s  au moment d e  l ' e m p l o i .  



ATCA 

Solu t ion  
d '  albumine 

Sol .  à dose r  

Tampon 

Eau d i s t i l l é e  

Désoxycholate 

Cen t r i fuge r  30' à 4500 t/min à O°C 

p u i s  l e  surnageant  est  é l iminé  soigneusement à l a  p i p e t t e  Pas t eu r .  

- Ajou te r  à chaque tube en passan t  10 secondes au Vortex 

à chaque f o i s  

- 1 ,5  m l  de  s o l u t i o n  cup roa l ca l i ne  

- O, 15 m l  de  s o l u t i o n  de F o l i n  concentrée 

Blanc 

O 

O 

0 ,5  m l  

2 ,5  m l  

25 y l  

1  m l  

- Les tubes  sont  l a i s s é s  à l ' o b s c u r i t é  pendant 45 minutes  

- La D.O.  e s t  l u e  à 660 nm c o n t r e  de  l ' e a u  d i s t i l l é e .  

50 yg 

100 ~1 

O 

0,401nl 

2 ,5  m l  

25 p l  

1  m l  

2, 5 ~ g  

5  

O 

0 ,5  m l  

2 ,5  m l  

Dosage 

O 

10 à 200 y 1  

qsp 0 ,5  m l  

2 ,5  m l  

25 y 1  

1  m l  

25 J J ~  

50 y 1  

O 

0,45ml 

2,5 m l  

25 y 1  1 25 y 1  ( 25 y 1  

A g i t e r  10' au Vortex 

L a i s s e r  reposer  15'  

1 m l  

Gamme 

25 y 1  

1 m l  

5  

10 l~1  

O 

0 , 5  m l  

2,5 m l  

10 yg 

20 p l  

O 

0 , 5  m l  

2 ,5  m l  



2) Méthode au b leu  de Coomassie (G250) 

Read e t  a l . ,  Anal. Biochem. (1981) - 116, 53 

- Bleu de  Coomassie 
G250 (Merck) 

- Ethanol absolu 

F i l t r a t i o n  s u r  pap ie r  Whatman e t  conserva t ion  à l ' a b r i  de l a  

lumière.  Réact i f  s t a b l e  quelques jours;  Les dosages on t  é t é  

e f f e c t u é s  s u r  un ana lyseur  c e n t r i f u g e  COBAS BIO'selon l e s  

p ro toco le s  s u i v a n t s  : 

- Température des cuves 

- Longueur d'onde 

- Temps de  l è r e  l e c t u r e  

30°C 

595 nm 

2 min. 

- pour une gamme é t a lon  a l l a n t  de  O à 200 pg/ml d e  SAB 

- 15 p l  d ' é c h a n t i l l o n  

- 60 p l  de d i l u a n t  (H20) 

- 225 p l  de r é a c t i f  

- pour une gamme é t a l o n  a l l a n t  de O à 50 pg/ml 

- 60 p l  d ' é c h a n t i l l o n  

- 15 p l  de d i l u a n t  

- 225 J J ~  de r é a c t i f  

Le programme d é t a i l l é  e s t  donné c i -après  : 



Paramètres 

1 Uni t é  mg /l 

2 Fac t eu r  de c a l c u l  1 

3  Standard 1 conc. O 

4  Standard 2 conc. O 

5  Standard 3  conc. O 

6  Limi te  300 

7  Température (deg .c. ) 30.0 

8  Type d 'ana lyse  1 

9 Longueur d'  onde (nm) 595 

10 Vol. échan t i l l on  ( ~ 1 )  15 

1 1  Vol. d i l u a n t  (p l )  6  O 

1 2  Vol. Réactif  (PI )  225 

13 Temps d ' incubat ion  (S) O 

14 Vol. Réactif  demar. ( p l )  O 

15 Temps I è r e  l e c t u r e  (S) 120.0 

16 I n t e r v a l l e  temps (SI 6  0 

17 Nombre de l e c t u r e s  03 

18 Blanc r é a c t i f  1 

19 Mode de c a l c u l  3  

ACTIVATION DU SEPHAROSE CL 4B PAR LE BROMURE DE CYANOGENE ( B ~ C N )  A 

DH ALCALIN 

Le pro tocole  su ivant  e s t  c e l u i  de  March e t  Cuatrecasas  (Anal. 

Biochem., 60 (1974) 149) avec une modi f ica t ion  : l e  tampon carbonate  

de Na 2 M e s t  remplacé par  du tampon phosphate de potassium 5 M, 

pH 11,9 dont l e  pouvoir tampon e s t  p lus  é l evé  (Sharma, Slaunwhite,  

Anal. Biochem., 68, 1975, 79). - 
Re'acCida 

- Solu t ion  de bromure d e  cyanogène dans l ' a c é t o n i t r i l e .  

50 m l  d ' a c é t o n i t r i l e  r e d i s t i l l é  e t  desséché s o n t  a j o u t é s  

à 1 f l acon  de 100 g de BrCN.  Après d i s s o l u t i o n  complète, 

on o b t i e n t  97,1 m l  de s o l u t i o n  à 1,03 g  de B r C N / m l .  



- Tampon phosphate de potassium 5M, pH 11,9 

K3P04 3,33 M 70,7 g 

K2HP04 1,67 M 23,1 g 

Eau b i d i s t i l l é e  qSP 100 m l  

- Tampon b i ca rbona te  de sodium 0,1 M, pH 9,5 

NaHC 0  8 ,4  g 

H20 b i d i s t i l l é e  qsp 1000 m l  

- Tampon b i ca rbona te  de sodium 0 ,2  M, pH 9,5 

NaHC03 16,8 g 

H20 b i d i s t i l l é e  qsp 1000 m l  

- Tampon a c é t a t e  de sodium 0,1 M, NaCl 0 , 5  M, pH 4,O 

Acé ta t e  de sodium 8 , 2  g 

NaCl 29,3 g 

H20 b i d i s t i l l é e  qsp 1000 m l  

- Urée 2  M, NaCl 0 ,5  M 

- Tampon b icarbonate  de sodium 0,1 M, NaCl 0 ,5  M, pH 10,O 

NaHC03 8 ,4  g 

NaCl 29,3 g 

H20 b i d i s t i l l é e  qsp 1000 m l  

- Solu t ion  de l ' amine  à coup le r  

Amine à coupler  diaminononane : 2 mrnoles, s o i t  

316 mg dans 100 m l  de  tampon b i ca rbona te  d e  sodium 

0 ,2  M, pH 9 ,5  à 10,5 a j u s t é  avec HC1 6N. 



Mode opéhd tohe  

Les 100 m l  de  g e l  Sepharose CL 4B (PHARMACIA) s o n t  l avés  avec  

10 volumes d'eau b i d i s t i l l é e  s u r  un f  r i t t é .  Avec 100 m l  de  

g e l  l a v é  on a j o u t e  100 m l  d 'eau b i d i s t i l l é e  e t  100 m l  de 

tampon phosphate  5M, pH 11,9. On mélange lentement  avec un 

a g i t a t e u r ,  p u i s  on a c c é l è r e  l ' a g i t a t i o n  pour o b t e n i r  une 

suspension homogène j u s t e  avant  d ' a j o u t e r  en une s e u l e  f o i s  

l a  s o l u t i o n  de  BrCN (0,75 m l ,  s o i t  environ 7,5 mg de B r C N  p a r  

m l  de g e l ) .  L ' a g i t a t i o n  vigoureuse e s t  maintenue pendant deux 

minutes p u i s  on passe  rapidement l e  g e l  s u r  f r i t t é .  Le g e l  

est e n s u i t e  l a v é  par  10 volumes de tampon b i ca rbona te  0 ,1 ,  

10 volumes d 'eau d i s t i l l é e ,  10 volumes de tampon b i ca rbona te  

0,2M. Toutes  c e s  s o l u t i o n s  sont  à 4OC e t  l e s  l avages  ne 

doivent  pas  d u r e r  p l u s  de 90 secondes en t o u t  c a r  l e s  f o n c t i o n s  

a c t i v é e s  au B r C N  sont  i n s t a b l e s .  

Après me d e r n i e r  lavage,  l a  f i l t r a t i o n  e s t  a r r ê t é e  avant  

séchage du g e l .  Celui-ci  e s t  t r a n s f é r é  rapidement dans 

un tube à bouchon à v i s s e r  contenant  l a  s o l u t i o n  de  

diaminononane à coupler  r e f r o i d i e  à 4 O C  (1 00 ml) . Le couplage 

e s t  pou r su iv i  20 heures  à 4°C sous a g i t a t i o n  r o t a t i v e  pu i s  l e  

g e l  e s t  l a v é  à température  ambiante s u r  un f r i t t é  pa r  : 

- tampon a c é t a t e  de Na, 0,1M, pH 4,O 20 v o l .  

- Urée 2M, NaCl 0 , 5  M 20 vo l .  

- Bicarbonate  de Na O,  1 M, pH 10,0,  NaCl 0,5M 20 v o l .  

- Eau b i d i s t i l l é e  10 v o l .  

- Azide de Na 0,02 % 5 vo l .  

Le ge l  e s t  conservé à + 4OC dans un volume d 'eau  az idée  à 

0,02 %. 



ACTIVATION DU SEPHAROSE CL 4B PAR LE BrCN à pH NEUTRE 

- Acétone fraîchement d i s t i l l é e  

- HC1 0,1 N 

- B r C N  1,03g/ml d ' a c é t o n i t r i l e  

- mi l i eu  de couplage diaminononane (0,73 g) pour 50 m l  

de tampon b icarbonate  0,2 M pH 9,5 contenant  50 % 

d 'é thylène  g lyco l  r e f r o i d i  à -15°C 

-Cryostat  HUBER HS40 

- 50 m l  de Sepharose CL4B sont  l avés  s u r  1 f r i t t é  par  200 m l  d 'eau 

b i d i s t i l l é e  p u i s  par  200 m l  d 'acétone à 30 % (dans l ' e a u  b i d i s t i l l é e )  

p u i s  par  200 m l  d ' acé tone  à 60 %. 

- l e  g e l  e s t  r e p r i s  par  50 m l  d 'acétone à 60 % ; l e  mélange e s t  

r e f r o i d i  à - 15°C 

- Au Sépharose en suspension a g i t é  par  un mélangeur en v e r r e  f i x é  

à un r o t o r  à v i t e s s e  v a r i a b l e  on a j o u t e  l a  s o l u t i o n  de B r C N  (35 p l  de 

B r C N  dans 1 m l  d 'acétone pure)  

- En r e f r o i d i s s a n t  e t  en a g i t a n t  vigoureusement on a j o u t e  à -15°C l a  

s o l u t i o n  de t r i é thy lamine  (TEA) marquée (70 ~1 d i l u é  dans 1 m l  

d ' acé tone  à 60 %, s o i t  un rappor t  mola i re  CNBr/TEA 1 : 1,5) 

g o u t t e  à gou t t e  s u r  une pér iode  de 2 minutes ,  p u i s  t o u t  l e  mélange e s t  

rapidement v e r s é  dans 500 m l  de l i q u i d e  de  lavage g l a c é  (acétoneIHC1 0,1 N ,  

1 : 1) Le g e l  e s t  e n s u i t e  l a v é  s u r  f r i t t é  pa r  : 

- acé tone  60 % 0°C 250 m l  

- acé tone  30 % 0°C 250 m l  

- H20 4°C 500 m l  

l e  g e l  e s t  r e c u e i l l i  e t  v e r s é  dans un f l a c o n  à bouchon à v i s  contenant  

l e s  50 m l  du mi l i eu  de couplage à 4°C ; l e  r e s t e  des  opéra t ions  é t a n t  

s i m i l a i r e s  à l a  technique précédente.  

A chaque é t ape  de  l a  synthèse du g e l ,  des  dosages sont  e f f e c t u é s  pour 

c o n t r ô l e r  l e s  fonc t ions  f i x é e s  s u r  l e  g e l .  



+ 
1 )  Dosage des ions CN e t  des  fonc t ions  cyanate  po r t ées  pa r  l e s  

g e l s  a c t i v é s  au BrCN 

- a c i d e  d iméthylbarb i tur ique  500 mg 
r e c r i s t a l l i s é  dans l ' e a u  u l t r a  pure 

- eau u l t r a  pure 5 m l  

- pyr id ine  fraîchement  d i s t i l l é e  45 m l  

Ce r é a c t i f  e s t  à prépa re r  extemporanément c a r  il j a u n i t  même 

s i  on l e  conserve à -20°C. 

Do~age 

à 0 , 5  m l  de g e l  humide frs ichement  a c t i v é ,  l a v é  e t  

mesuré à l a  se r ingue  ( s o i t  environ 20 mg de g e l  sec)  on a j o u t e  5 m l  d e  

r é a c t i f  e t  l ' on  met au bain-marie à 40°C dans un tube à bouchon à v i s  

pendant 25 minutes sous a g i t a t i o n .  Après f i l t r a t i o n  e t  d i l u t i o n  on 

e f f e c t u e  l e  dosage à 583 nm c o n t r e  un témoin contenant  du g e l  non 

a c t i v é  e t  p lacé  dans l e s  mêmes condi t ions .  Le c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  

molaire  = 137 000 e s t  u t i l i s é  pour l e  c a l c u l .  

N.B. - C e  dosage e s t  à f a i r e  dans l ' h e u r e  q u i  s u i t  l a  r éac t ion  - 
d ' a c t i v a t i o n  ca r  l e s  fonc t ions  cyanates  sont  peu s t a b l e s  s u r t o u t  à 

pH a l c a l i n .  

2) Détermination des  groupes imidocarbonates s u r  des  g e l s  a c t i v é s  

au B r C N  

A 0 ,5  m l  d e  g e l  a c t i v é  humide p l acé  dans un tube  à bouchon 

à v i s  on a j o u t e  5 m l  d e  HC1 0,lN. L 'hydrolyse e s t  e f f ec tuée  au  bain- 

marie sous a g i t a t i o n  à 40°C pendant 30 min. 

Après c e n t r i f u g a t i o n ,  on pré lève  1 m l  du surnageant que l ' o n  complète 

à 5 m l  avec de l ' a c é t a t e  de sodium 0 ,2  My pH 5,5.  

Le dosage de  l'ammoniac e s t  e f f e c t u é  par  gamme é t a lon  avec un témoin O 

contenant  du ge l  non a c t i v é .  



3) Détermination de  l ' a z o t e  contenu dans l e s  g e l s  d ' a f f i n i t é  a c t i v é s  

A 0 ,5  m l  d e  g e l  humide, séché dans un d e s s i c a t e u r  contenant  

du P O on a j o u t e  0 , 5  m l  de  H2S04 96 %. On chauffe  à 120°C pendant 2 5 
15 minutes p u i s  on a j o u t e  progressivement 0,2 m l  de H O 30 %. La 2 2 
s o l u t i o n  s ' é c l a i r c i t  a l o r s  e t  l e  chauffage e s t  poursu iv i  pendant 

30 minutes. La s o l u t i o n  inco lo re  e s t  d i l u é e  à 50 m l  avec de l ' a c é t a t e  

de  sodium 0 ,2  My pH 5,5.  Pour l e  dosage de l'ammoniac, on u t i l i s e  des 

a l i q u o t e s  de  1 m l .  

- Hydrindant ine 880 mg 

- Ninhydrine 4 g 

- 2 méthoxyéthanol qSP 100 m l  

( s o l u t i o n  à conserver  au f r o i d  e t  à l ' a b r i  de l a  lumière,  

A remplacer chaque semaine). 

Dans un tube  t r è s  propre à bouchon à v i s ,  contenant  

1 m l  d ' échan t i l l on ,  on a j o u t e  1 m l  d ' a c é t a t e  de sodium 2M, pH 5 , 5  e t  

1 , 5  m l  de r é a c t i f .  Après mélange, l a  s o l u t i o n  devien t  rouge. Les tubes 

son t  fermés pu i s  p o r t é s  au bain-marie à 100°C pendant 20 minutes  

Le contenu de  chaque tube  e s t  d i l u é  à 10 m l  sans re f ro id issement  

p r é a l a b l e  avec une s o l u t i o n  g l acée  de formaldéhyde à 0,5  % dans 

l f i sop ropano l / eau  (1 : 1 ) .  La q u a n t i t é  d'ammoniac e s t  déterminée 

p a r  une courbe de dosage à 570 nm en é t a b l i s s a n t  une courbe d 'é ta lon-  

nage avec une s o l u t i o n  de s u l f a t e  d'ammonium e t  s e s  d i l u t i o n s  (gamme 

e n t r e  0,050 e t  1 mM). 

4) Dosage des  fonc t ions  amines l i b r e s  p o r t é e s  par  des  g e l s  de Sépharose 

a c t i v é  

- 2-hydroxy-1-naphtaldéhyde 0,2M 
dans l e  diméthylformamide (DMF) 

- Benzylamine 0 ,4  M dans l ' é t h a n o l  absolu 



Mode o p 6 l r d t o h e  

0 ,5  m l  d e  g e l  à doser  son t  mesurés s u r  une microcolonne 

e t  l a v é s  pa r  de l ' e a u  u l t r a p u r e ,  pu i s  du Dm. 
Le g e l  e s t  p l acé  dans un tube de  10 m l  à bouchon à v i s .  On y a j o u t e  

5 m l  d e  l a  s o l u t i o n  de 2-hydroxynaphtaldéhyde. Le tube e s t  a g i t é  

15 h e u r e s  à température ambiante s u r  un a g i t a t e u r  r o t a t i f .  Le g e l  

e s t  a l o r s  c e n t r i f u g é  e t  l a v é  successivement par  

- DMF 5 f o i s  10 m l  

- Ethanol absolu 5 à 6 f o i s  10 m l ,  en f a i t  

jusqu 'à  c e  qu'on obt ienne une absorbance n u l l e  

à 270 nm. 

Au g e l  l a v é  on a j o u t e  5 m l  d e  l a  s o l u t i o n  de benzylamine. Le t o u t  e s t  

a l o r s  soumis à a g i t a t i o n  r o t a t i v e  jusqu'au lendemain. Après c e n t r i -  

f u g a t i o n  e t  f i l t r a t i o n  du surnageant s u r  Mi l l i po re  0,22 JJ (à  l a  

se r ingue)  l a  d e n s i t é  op t ique  du surnageant e s t  déterminée à 420 nm 

e t  l a  concen t r a t ion  en amine c a l c u l é e  à p a r t i r  de 

E = 1,09 10 
4 

s o i t  

3 
D O x 1 0  x 2 x 5  - - DO 

NH2 l i b r e  £moles/ml de  g e l  = 
1,09 x 10 

4 
1 ,O9 

OXYDATION PERIODIQUE DE LA DEXANETHASONE 

A 6,289 (16 mM) de dexaméthasone d i s sous  dans 320 m l  de méthanol 

on a j o u t e  36 m l  d ' a c i d e  per iodique  10 2. La r éac t ion  e s t  complète a p r è s  

3 heures  d ' a g i t a t i o n  à température ambiante. L 'évolu t ion  de l a  r é a c t i o n  

e s t  s u i v i e  par  chromatographie en  couche mince (gel  de s i l i c e  60F 254,0,2m, 

Merck ) dans l e  système so lvant  dichlorométhane/acétone (4/1) avec v isua-  

l i s a t i o n  des taches  sous lumière u l t r a v i o l e t t e  à 254 nm. Après évapora t ion  

sous v i d e  à 60°C, l e  p r é c i p i t é  e s t  l avé  à l ' e a u  d i s t i l l é e  (40 ml) p u i s  

séché 15h à 70°C. De l a  poudre séche d i s s o u t e  dans 1 l i t r e  d ' a c é t a t e  

d ' é t h y l e ,  l a  dexaméthasone oxydée e s t  e x t r a i t e  4  f o i s  pa r  200 m l  de 

b i ca rbona te  de soude 0,6 M. Les phases b icarbonatées  r e c u e i l l i e s  sont  

immédiatement a c i d i f i é e s  par  HC1 1 N c a r  l e  s t é r o ï d e  oxydé e s t  i n s t a b l e  

en s o l u t i o n  a l c a l i n e .  P r é c i p i t é  l o r s  de l ' a c i d i f i c a t i o n ,  l e  s t é r o ï d e  oxydé 

e s t  l a v é  p a r  quelques m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  séché à 70°C pu i s  c o n t r ô l é  p a r  

chromatographie couche mince dans l e  système so lvant  donné ci-dessus.  Le 

rendement r éac t ionne l  avo i s ine  30 2.  



MATERIEL BIOLOGIQUE 

1) Tampons 

- Tampon TMG 

T r i s  (Trizma R Sigma) 20 mi 

Mg C126H20 3 mM 

G l y c é r o l  10 % 

Eau u l t r a  pure  qSP 1000 m l  

Le pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec HC1 1M. Avant l ' e m p l o i ,  l e  

pH e s t  d e  nouveau a j u s t é  à 7,4 

- Tampon phosphate  160 mM 

KH2 PO4 160 mM ( ~ e r c k )  

2-mercaptoéthanol 20 ml 

Na Mo04 2 
10 ml 

G l y c é r o l  10 % 

H20 u l t r a  pure  qsp  1000 m l  

L e  pH e s t  a j u s t é  à 7 , 4  avec KOH 2N 

- S u l f a t e  d e  s t rep tomycine  ( ~ e r c k )  10 % dans l ' e a u  

u l t r a  p u r e  

- S u l f a t e  d e  protamine (Nerck) 0,75 % dans  l ' e a u  u l t r a  p u r e  

( d i s s o u d r e  à chaud) 

2) P r é p a r a t i o n  du c y t o s o l  

Des r a t s  mâles  (250-300 g )  s o n t  s u r r é n a l e c t o m i s é s  e t  r e ç o i v e n t  

d e  l ' e a u  s a l é e  (NaCl O,9 %) ad l i b i t u m .  Après 3  j o u r s ,  l e s  r a t s  s o n t  

t u é s  p a r  d i s l o c a t i o n  c e r v i c a l e .  Le f o i e  e s t  p r é l e v é  rapidement e t  

p e r f u s é  avec  du NaCl à 0 , 9  % e t  du tampon TElG r e f r o i d i s  à 4 ° C .  Les  é t a -  

p e s  s u i v a n t e s  s e  d é r o u l e n t  à + 4 ° C .  

Après a v o i r  épongé e t  p e s é  l e s  f o i e s  on a j o u t e  dans un bécher  



1,5  m l  de  tampon TMG p a r  g r a m e  de  f o i e .  L'homogénéisation e s t  f a i t e  

à 4"C, 5 à 6 secondes à l ' U l t r a  Turrax, p u i s  au P o t t e r .  L'homogénat 

e s t  c e n t r i f u g é  à 105 000 g pendant 2 heu re s  30 minutes à + 4°C. Le 

cy toso l  e s t  récupéré en plongeant  à t r a v e r s  l a  couche l i p i d i q u e  une 

p i p e t t e  P a s t e u r  r e l i é e  à une pompe a s p i r a n t e .  Le c y t o s o l  e s t  a j u s t é  à 

pH 7,4 à l ' a i d e  de T r i s  1M. 

3) Isolement  du r écep teu r  

a )  P r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  de protamine (Govindan e t  a l . ,  Eur. J .  

Biochem. (1 978) 89, 35-104) - 

Cytosol  (1 volume) 
+ 0,11 volume de  s u l f a t e  de  S t rep to-  

mycine sous a g i t a t i o n  pendant 20 min 
à 4°C puis  c e n t r i f u g a t i o n  à 18 000 g 
x 10 min. 

é l iminé  + 0,12 volume de s u l f a t e  de  
protamine sous a g i t a t i o n  
pendant 40 min à 4°C pu i s  
c e n t r i f u g a t i o n  à 18000 g 
x 10 min 

P r é c i p i t é  
Surnageant é l  iminé 

r e p r i s  dans 0 , l  volume de  
tampon phosphate,  homogénéi- 
s a t i o n  au Dounce p u i s  c e n t r i -  
f uga t ion  à 2000g x 20 min 

P r é c i p i t é  Su m a g  ean t 
idem. é t ape  pr6cé- Les surnageants  son t  
den te  rassemblés.  Des a l i q u o t e s  

son t  récupérés  pour do- 
sage de  l ' a c t i v i t é  de 
l i a i s o n  e t  dosage des  
p ro t é ines .  Le r e s t e  e s t  P r é c i p i t é  é l iminé  Surnageant 
u t i l i s é  immédiatement 
ou conservé à -80°C en 
présence  de 0 ,2  volume 
de g l y c é r o l  s i  n é c e s s a i r e  



b)  Chromatographie d ' a f f i n i t é  

- tampons u t i l i s é s  

Tampon A 

KH2P04 
2 mercaptoéthanol 
Na 2 Mo04 
Glycérol  
H20 u l t r a  pure 

a j u s t é  à pH 7,4 
Tampon B 

KH2P04 
2mercap toé thanol  
Na 2 Mo04 
Glycérol 

160 mM 
20 rnM 
10 mV 
10 % 

qsp 1000 m l  

avec KOH 2 Pf 

Tampon C 

Tampon A + 0 ,4  M de  KCI 

A 1 m l  de g e l  d ' a f f i n i t é  l a v é  par  10 volumes d 'eau  e t  

é q u i l i b r é  par  15 volumes de tampon A e t  t r a n s f é r é  dans un tube à 

bouchon à v i s ,  on a j o u t e  50 m l  d ' e x t r a i t  du p r é c i p i t é  s u l f a t e  de 

 rotam mine (EPS) . Le tube  e s t  a g i t é  pendant 15 heures  à 4°C s u r  un 

a p p a r e i l  r o t a t i f .  Des a l i q u o t e s  dlELS sont  conservés  pour l e  

c o n s t ô l e  d ' a c t i v i t é ,  d e  s t a b i l i t é  a i n s i  que pour l e  dosage des 

p ro t é ines .  

A l ' a r r ê t  du ba tch ,  l 'ensemble e s t  t r a n s f é r é  dans une 

colonne IBF 25 dans l a q u e l l e  plonge un a g i t a t e u r  en v e r r e .  L'EPS e s t  

é l iminé  e t  un a l i q u o t e  e s t  conservé pour l e  c o n t r ô l e  de  l ' a d s o r p t i o n .  

Le g e l  r e s t é  dans l a  colonne e s t  l a v é  de l a  manière su ivan te  : 

-Tampon A 100 volumes de g e l  

-Tampon B 1 0- 1 2 volumes à 4°C 

-Tampon C 1 0- 1 2 volumes 

-Tampon C 12-1 5 volumes à 30°C 

-Tampon A 50-80 volumes à 4°C 



Le pro tocole  de lavage  d o i t  ê t r e  r ap ide  (60 minutes au maximum) e t  

l 'ensemble des é t apes  de lavage par  l e s  tampons B e t  C ne d o i t  pas  

excéder 10 à 12 minutes.  Un a l i q u o t e  de  chaque lavage e s t  conservé 

pour l e s  c o n t r ô l e s  d ' a c t i v i t é .  

La DO 280 du d e r n i e r  m l  de lavage d o i t  ê t r e  éga l e  à 0. 

Les incubat ions de mesure d ' a c t i v i t é  s e  f o n t  en présence de 

30 nM ?HI TA pendant 18 heures  (5 mesure de  l i a i s o n ) .  

Elu t ion 

On a j o u t e  a l o r s  2 m l  de s o l u t i o n  é luan te  contenant  4 JJM 

d ' acé ton ide  de t r iamcinolone t r i t  é, a c t i v i t é  spéc i f ique  f i n a l e  
- 1 

5-10 C i  rnmole , dans l e  tampon phosphate par  m1;de g e l ,  l e  volume 

de l a  colonne e s t  ramené à 5 m l  e t  l a  colonne bouchée e s t  a g i t é e  pendant 

13 heures  à 4 O C  par  a g i t a t i o n  r o t a t i v e .  

En f i n  d ' é l u t i o n ,  l ' é l u a t  e s t  r e c u e i l l i  par  g r a v i t é  e t  l e  

g e l  e s t  l a v é  par  0 ,5 m l  de tampon A. On récupère a i n s i  2 ,5 m l  d ' é l u a t .  

Les dosagesd ' ac t iv i t é  du récepteur  p u r i f i é  s o n t  e f f ec tués  

conformément au paragraphe 

TECHNIQUES DE SEPARATION SUR GELS 

1- PAGE-SDS à grad ien t  de r é t i c u l a t i o n  5-20 % (Laernmli, 1970) 

I?la;t&e& 

Cvve à é l ec t rophorèse  v e r t i c a l e  : Protean  double Slab 

Elec t rophorèse  Ce11 BIORAD, r e f .  716.514.20 

Solu t ion  A d 'acrylamide à 5 % 

Acrylamide 5090 g 

Bisacrylamide 1933 g 

T r i s  45,3 g 

SD S 190 g 

TEMED 300 p l  

qsp 1 l i t r e  



Solution B d'acrylamide à 20 % 

Acrylamide 

Bisacrylamide 

Tris 

SDS 

TEMED 

Glycérol 

HC1 5,6 N 

H2° 

200,o g 

5932 g 

4593 g 

1 9 0  g 

300 pl 

200 ml 

qsP PH 8,8 

qSP 1 litre 

Solution C de concentration 

Acrylamide 3090 g 

Bisacrylamide 0,8 g 

Tris 15,1 g 

SDS 1 9 0  g 

TEMED 500 u1 

HC1 5,6 N qSP PH 6,8 

H2° qSP 1 litre 

Les solutions A, B, C se conservent à + 4OC pendant plusieurs 

semaines. 

Tampon d'é~e~tro~horèse 

Tris 1290 g 

Glycocolle 5792 g 

SDS 490 g 

HC1 5,6 N qsP ~ H 8 , 3  

H2° qsp 1 litre 

Le tampon est à diluer au quart avant l'emploi 

- Rit de "faible" masse moléculaire calibré pour 1 'électrophorèse 
Pharmac ia 1 7-0446-0 1 

Entre des plaques de verre (150 x 100 et 1,5 mm d'épaisseur 

du gel) un bouchon d'acrylamide est coulé pour maintenir l'étanchéité 

du système (5 ml B + 50 ri1 de persulfate d'ammonium). Le gradient est 

ensuite formé (27,5 ml A + 50 pl de persulfate d'ammonium dans une 



chambre e t  27,5 m l  B + 50 j-11 de p e r s u l f a t e  d'ammonium dans l ' a u t r e ) .  Le 

g e l  de concent ra t ion  e s t  cou lé  (7,5 m l  de  C + 15,O u 1  de p e r s u l f a t e )  

e t  l e  peigne e s t  r a j o u t é  immédiatement. 

Les p ro t é ines  t r a i t é e s  à 100°C pendant 5 minutes en présence 

de 2,5 % SDS e t  5  % 8-mercaptoéthanol sont  déposées en présence de 

b leu  de bromophénol 0,001 % e t  g l y c é r o l  10 %. 

L'é lec t rophorèse  s ' e f f e c t u e  à 100 V e t  10 mA pendant 1 n u i t .  

Les é t apes  de f i x a t i o n  e t  de c o l o r a t i o n  des p r o t é i n e s  du g e l  s e  f o n t  

se lon  l e  p ro toco le  du k i t  de c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  B I O W .  

2- I s o é l e c t r o f o c a l i s a t i o n  

Agarose 144 mg 

Sorb i to l  180 mg 

H2° qsP 17,lO m l  

L'ensemble e s t  mis à é b u l l i t i o n  pendant 30 minutes pu i s  a j u s t é  à 

17,10 m l .  La s o l u t i o n  chaude e s t  r e f r o i d i e  à 75°C avant d ' a j o u t e r  l e s  

ampholines (3,5-3,5) à 2 % (p/v) en concen t r a t ion  f i n a l e .  Le g e l  e s t  

coulé  en 0 , 5  mm d ' épa i s seu r .  

Après une préé lec t rophorèse  à 500 V pendant 30 min, l e s  p r o t é i n e s  en 

f a i b l e  f o r c e  ion ique  son t  déposées à pH basique e t  l ' i s o é l e c t r o f o c a -  

l i s a t i o n  e s t  menée à 1000-1500 V pendant 45 minutes. 

Le pH e s t  c o n t r ô l é  s u r  des é c h a n t i l l o m d e  5 mm d 'agarose p r i s  l e  long 

d'un c o u l o i r  témoin. Ces échan t i l l ons  son t  p ré l evés  e t  p l acés  dans des 

tubes contenant  1 m l  d 'eau u l t r a  pure pour l a  mesure du pH avec une 

microélec t rode .  

3- Elec t rophorèse  bidimensionnel le  

Des bandes de 5  mm d 'agarose  sont  p ré l evées  l e  long du c o u l o i r  de 

migra t ion ,  mises  dans des  tubes e t  supplémentées d e  50 p l  de SDS 10 %, 

por t ées  à 100°C pendant 5  minutes p u i s  déposées se lon  l e  p ro toco le  du 

paragraphe 1 . 



PHOTOAFFINITE 

Le r é c e p t e u r  (200 ~ 1 )  a p r è s  g e l  f i l t r a t i o n  en  

HPLC ou d i a l y s é  g r â c e  au microprodicon ( ~ i o b l o c k )  e s t  déposé  s u r  

un v e r r e  d e  montre p o s é  s u r  de  l a  g l a c e  s è c h e  de  façon  à former  un 

f i l m  de moins d 'un m i l l i m è t r e  d ' é p a i s s e u r .  La lampe W au Xénon VBO 

450W ( Z e i s s ) ,  r e f r o i d i e  à O°C p a r  un c r y o s t a t  Huber HS40, e s t  p l a c é e  

h o r i z o n t a l e m e n t  à 1  cm de  l a  s o l u t i o n  b i o l o g i q u e  c o n t e n a n t  l e  r é c e p t e u r  

p u r i f i é .  L '  i r r a d i a t i o n  e s t  p o u r s u i v i e  pendant  2  min (Dellweg e t  a l . ,  

1982). 

L ' a l i q u o t e  i r r a d i é  e s t  p r é c i p i t é  à 1'ATCA 10 % p u i s  

r e d i s s o u s  a v e c  NaOH I N .  Le su rnagean t  e s t  e n s u i t e  soumis à l ' é l e c t r o -  

phorèse  en  polyacrylamide-SDS s e l o n  l e  p r o t o c o l e  d é c r i t .  Après 

c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  e t  e n r e g i s t r e m e n t  d e s  p i c s  d e n s i t o m é t r i q u e s  

p a r  l e  spec t rophotomèt re  Vernon PH 1-6, l e  g e l  e s t  découpé en bandes  

d e  2  mm. Chaque bande e s t  déposée dans  un t u b e  à s c i n t i l l a t i o n  à v i s  

fermant  hermét iquement ,  p u i s  supplémentée p a r  200 ~1 d ' e a u  oxygénée 

a v a n t  d i g e s t i o n .  C e t t e  d i g e s t i o n  d e  l ' a c r y l a m i d e  e s t  p o u r s u i v i e  

pendant une  n u i t  à 55OC. Chaque t u b e  e s t  e n s u i t e  rempl i  p a r  4 , 5  m l  

d e  s c i n t i l l a t e u r  Aqua ly te  (J .T.  Baker) p u i s  soumis au comptage. 

CHROMATOGRAPHIE LIOUIDE HAUTE PERFORMANCE 

La g e l  f i l t r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  s u r  un a p p a r e i l  Waters 

204 U/6/6 GN, équ ipé  d 'une  pompe 6000 A ,  d ' u n  i n j e c t e u r  u n i v e r s e l  

U6K avec u n e  bande d e  2  m l ,  d 'un  d é t e c t e u r  Waters modèle 480 r é g l é  

à 280 nm. L e s  co lonnes  TSK G3000 SW e t  G4000 SW (7 ,5  x 600 mm) (LKB) 

s o n t  p longées  dans un b a i n  d e  g l a c e .  E l l e s  s o n t  é q u i l i b r é e s  dans l e  

tampon phospha te  d e  po tass ium 160 mM, B-mercaptoéthanol 20 mM e t  

molybdate 10 mM, pH 7,4 .  Le tampon est  f i l t r é  e t  dégazé s u r  f i l t r e  

Y i l l i p o r e  0 , 4 5  p a v a n t  l ' e m p l o i .  Le d é b i t  d e  l a  pompe e s t  d e  0 , 5  m l  
- 1 

min . Le r é c e p t e u r  p u r i f i é  (0 ,5  ml) e s t  i n j e c t é  dans l a  co lonne  e t  

l ' o n  r e c u e i l l e  des  f r a c t i o n s  de  0 , 5  m l .  Des a l i q u o t e s  de  50 ~1 de  

chaque f r a c t i o n  s o n t  p r i s  pour l e  comptage d e  r a d i o a c t i v i t é  s u r  un 

a p p a r e i l  I n t e r t e c h n i q u e  SL 4000 avec  comme p r o d u i t  de  s c i n t i l l a t i o n  

l l A q u a l y t e  (J .T.  Baker ) .  



Pour 1 ' échange d' ions en DEAE, une seconde pompe e s t  

couplée à un programmeur de  g rad ien t  Waters 660. La colonne TSK 545 DEAE 

(LKB) e s t  é q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate de  potassium 50 mM, 1 

8-mercaptoéthanol 20 mM, molybdate de sodium 10 m?l, pH 7,4 à 0°C. 

L ' é l u t i o n  e s t  e f f ec tuée  c o n t r e  l e  même tampon supplémenté de KC1 0,5M 

f i n a l .  Le r écep teu r  p u r i f i é  e s t  d i l u é  au 1 /4 j u s t e  avant l ' i n j e c t i o n  

avec du tampon phosphate 5 mM, pH 7 , 4  contenant  du molybdate e t  du 

8-mercaptoéthanol. Le d é b i t  e s t  de  0 , 5  m l  x min-' avec une press ion  de 

l ' o r d r e  de  250 p s i .  Après l ' i n j e c t i o n ,  l a  colonne e s t  l avée  pendant 

20 minutes avant  de  l a n c e r  l e  g r a d i e n t  su r  40 minutes.  Des f r a c t i o n s  

de  0 ,5  m l  sont  c o l l e c t é e s  s u r  un a p p a r e i l  Gilson programmable 201. 

Des a l i q u o t e s  de 50 p l  s o n t  p ré l evés  pour l e s  dosages de l a  radioac- 

t i v i t é  e t  de  l a  concen t r a t ion  en potassium. C e t t e  de rn i è re  e s t  mesurée 

s u r  un spectrophotomètre d e  flamme (Flame photometer, mode1 143, 

Ins t rumenta t ion  Laboratory,  Inc . ) .  

Pour l a  t ransformat ion  s u r  l a  colonne d'échange d ' i ons ,  

l e  pro tocole  e s t  l e  même que précédemment sauf pour l e  tampon dans 

l eque l  l e  molybdate e s t  absent .  
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