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RESUME

Le travail réalisé dans cette thése a consisté en la mise au point de deux protocoles
différents de purification du récepteur des glucocorticoides sous forme transformée. Le
premier utilise une méthode classique largement utilisée par les spécialistes dans ce
domaine. Il s'agit de la chromatographie sur support polyanlonlque (DNA—cellulose et
phosphocellulose). Les résultats que nous avons obtenus etalent moyens.

Cependant, nous avons préféré remplacer ce protocole par un autre protocole original
de purlflcatlon utilisant la chromatographle d'échange d'ions & haute performance (HPIEC).
I1 a été mis au p01nt et testé sur le plan analytique sur le récepteur des glucocorticoldes
de foie de lapin par P. Lustenberger. Nous avons développé une méthode de purification
en deux étapes du récepteur des glucocorticoldes de foie de rat dans un but préparatif.
La premiére étape utilise la précipitation au sulfate de protamine, la deuxiéme étape
1'HPIEC. La préparation obtenue a été purifide 1200 fois environ avec un rendement de
23 7. Le récepteur purifié a été caractérisé du point de vue physicochimique, et s'est
révélé identique 3 la protéine native présente dans le cytosol.

Nous avons ensuite envisagé de compléter la purification par une méthode tout récemment
décrite dans la littérature. Celle-ci consiste en une chromatographie d'affinité du récep~
teur sur une colonne d'ADN-agarose, contenant 1'ADN spécifique. Nous avons étudié les
conditions de fixation 3 1'agarose d'un polymére de la séquéhce spécifique de liaison du
récepteur des glucocorticoides présents sur le géne‘de 1'hormone de croissance humaine.




PREMIERE PARTIE

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LE RECEPTEUR
DES GLUCOCORTICOIDES




INTRODUCTION

Les hormones glucocorticoides ont une influence sur la
croissance, la différentiation, et la fonction d'un grand nombre de
tissus et de types cellulaires. La réponse & ces hormones se manifeste
par des effets cataboliques, comme la lyse et la mort des cellules
lymphoides, et par des effets anaboliques comme 1'induction d'un
nombre limité d'enzymes dans les cellules hépatiques.

Des données expérimentales ont montré clairement que ces
effets ont lieu grd3ce a 1'existence de récepteurs intracellulaires,
solubles et de nature essentiellement protéique.

L'hormone pénétre dans la cellule cible et forme un
complexe avec le récepteur, Ce complexe subit ensuite une étape de
transformation au cours de laquelle il acquiert la capacité de lier
le DNA. Aprés translocation le complexe hormone-récepteur va pouvoir
interagir au niveau de la chromatine et ainsi modifier 1'expression
génétique (figure 1).

La recherche dans.le laboratoire d'accueil s'inscrit danms
le cadre de 1'étude du mécanisme moléculaire d'action des hormones
glucocorticoides. Elle a pour but de préciser les modalités de
1'interaction stéroide-récepteur des glucocorticoides et d'identifier
les paramétres responsables de 1'activité biologique du ¢omplexe
hormone-récepteur. Cette étude ne pourra &tre pratiquée que sur
du récepteur hautement purifié.

La purification du récepteur apparalt donc comme une étape
indispensable a 1'étude du mécanisme d'action des glucocorticoides,
mais elle se trouve confrontée & des difficultés qui tienment au
faible taux cellulaire des récepteurs et & leur grande instabilité

en 1'absence d'hormone.
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Figure | - Mécanisme d'action des hormones glucocorticoides au niveau des

cellules cibleu

1. Pénétration cellulaire de l'hormone
2. Liaison de 1‘'hormone au récepteur
3. Transformation du complexe hormone-récepteur

4. Translocation du complexe transformé vers le noyau

5. Interaction avec le génome
6. Recyclage et régulation du taux de récepteur




Un travail rigoureux réalisé au sein de notre laboratoire
a permis de purifier & 1'aide de la chromatographie d'affinité, en
présence de molybdate, et de caractériser le récepteur des glucocor-
ticoldes sous forme non transformée (Idziorek 1985). Dés lors, une
approche complémentaire a été envisagée, elle concerne la purification
du récepteur sous forme transformée. C'est elle qui a fait 1'objet de
notre travail dans le cadre de cette thése. '

Aprés avoir été dégu.par l'utilisation des méthodes chroma-
tographiques classiques, nous avons développé un protocole de purifi-
cation basé sur la chromatographie d'échange d'ions & haute performance,
ayant un caractére quantitatif.

Les résultats obtenus par cette méthode sont trds intéressants
et nous ont incité a chercher i achever la purification par une
derniere étape spécifique. Une technique récemment apparue, et qui
n'a pas encore été appliquée au récepteur semble bien adaptée pour
remplir cette tdche. Il s'agit d'une chromatographie d'affinité
hautement spécifique.qﬁi consiste a coupler covalentiellement un poly-
mére de la séquence nucléotidique spécifique de la liaison au récepteur
des glucocorticoIides sur support conventionnel du type agarose.

Nous sommes encore en phase de mise au point de cette technique.

I - STRUCTURE ET FONCTION DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES

A - MECANISME D'ACTION DES HORMONES GLUCOCORTICOIDES

En 1962, Jenson et Jacobson, montrent pour la premiére fois
une liaison spécifique de 1'estradiol marqué au tritium, & 1'utérus
de rat, organe cible pour les oestrogénes. Dés lors un grand nombre
d'informations a pu étre obtenu et un modéle du mécanisme' d'action
des hormones stéroldes a pu &tre établi. La figure 1 montre le

cas des hormones glucocorticoides.

1) Pénétration cellulaire du stéroide

Le cortisol, une fois 1ibéré de sa protéine porteuse, va
traverser la membrane de la cellule cible par un mécanisme jusqu'ici
peu exploré. L'hypothése la plus communément admise est le passage
du stéroide par simple diffusion. Toutefois, plusieurs travaux tendent

a4 montrer que le transport des stéroides est de type actif (Milgrom
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et al.19733, Allera et al. 1980). L'hypothése de l'existence de
récepteurs stéroidiens membranaires a été pfoposée par Litwack et al.
1975. Cependant elle a été démontrée d'une maniére indiscutable par
Baulieu . 1978, Godeau ¢t af. 1978, dans le cas particulier

du récepteur i progestérone de 1'ovocyte de Xénope.

2) Liaison de 1'hormone au récepteur

La réaction de liaison du stérolde & son récepteur est

réversible et répond a 1'expression :

a. a RH constante d‘'asso-
K Kd ciation a 1'équilibre

La liaison n'est pas covalente et les mesures de 1'entropie
(Snochowski et ak. 1980) suggérent qu'elle est essentiellement de type
hydrogeéne.

Le récepteur des glucocorticoides lie un grand nombre de
stéroides naturels ou synthétiques (figure 2). Ces stéroildes peuvent
étre agonistes ou antagonistes au niveau de la réponse biologique
induite par la liaison. La spécificité de liaison dépend de la nature
du stéroide. La liaison est modifiée par un certain nombre de paramétres
physico—-chimiques : le pH optimum est de 7,2 et 1'affinité augmente avec
la force ionique par le renforcement des interactions hydrophobes
(Blanchardie ef al. 1979).

3) Transformation

~

Cette étape correspond 2 1'acquisition par le complexe
hormone-récepteur de la capacité a lier le DNA ou la chromatine.
Depuis sa mise en évidence in vitno sur systéme acellulaire (Higgins
et al. 1973 ; Milgrom et al.1973b), ce phénomeéne a fait 1'objet de
trés nombreux travaux qui ont été récemment discutés dans plusieurs

revues (Danzé 1983 ; Grody et al. 1982 ; Milgrom ef al. 1981, Higgins
et al. 1979, Schmidt et al. 1982, Simons et al. 1979).




3.1. Moyens d'obtention de la transformation

La transformation a été décrite d'abord par des études in vitro.
Les facteurs ainsi utilisés pour provoquer celle-ci sont donc en grande
partie des modifications de paramétres physicochimiques. I1 s'agit en
particulier de 1'élévation de 1a‘température'et 1'augmentation de la
force ionique.

Malgré le fait que la quantité de complexes transformés
par la force ionique semble €tre supérieure a celle obtenue par
1'élévation de la température (Bailly ei’aﬁ..1978), la plupart des
auteurs'optent pour la deuxiéme alternative. En effet, l'action de
la force ionique est lente et présente un effet maximal 3 une concen-
tration en KCL 0,4M. Cela compromet 1'utilisation de 1'extrait
transformé pour la suite des opérations, comme par exemple la fixation
sur supports polyanioniques. Au contraire, 1'élévation de la tempéra-
ture semble bien adaptée 2 cette situation. De plus, les études sur
le récepteur des glucocorticoides sont. réalisées sur des préparations
cytosoliques contenues dans un tampon de faible force ionique et
nettement hypotonique. Ces conditions, déji trés éloignées de la
situation physiologique, sont réalisées a 0°C pour maintenir la
stabilité du complexe hormone-récepteur. Dans ces conditions, un
chauffage modéré'(généralément 20 & 25°) pendant 30 & 60 minutes
pour 1l'obtention de la transformation, apparait plus pratique.

Les autres facteurs qui provoquent la transformation sont
représentés par 1'élévation du pH, la dilution, et 1'intervention
d'un éventuel inhibiteur de betit poids moléculaire enlevé par dilution,

ge14filtration ou dialyse.

" ) . . ' . : L
3.2, Moyens de caractérisation des récepteurs transformés

De nombreuses techniques existent actuellement pour mettre

en évidence la transformation.




3.2.1. Méthode basée sun Le principe de Liaison aux
noyaux et au DNA,

Les premiéres études sur la transformation (Kalimi et af.1973 ;

Milgrom et af.1973b) ont été réalisées sur des noyaux isolés provenant de

foie de rat. Actuellement, la plupart des auteurs utilisent le DNA
greffé a de la cellulose pour détecter les complexes transformés.
Ce support, plus pratique & manipuler a été préféré aux noyaux

isolés malgré la perte de détection observée par Simons 1977 et

Lefebvre ot ak. 1979.

3.2.2. Chromatographie d'échange d'ions

D'une facon générale, 1'affinité du complexe transformé
pour les échangeurs d'ions se trouve modifide dans un sens acidophile.
On observe une affinité accrue pour la phosphocellulose, 1'héparine

agarose et 1'ATP-Sepharose, réduite pour la DEAE et la QAE cellulose.

3.2.3. Ts0électrofocalisation

I1 semble maintenant bien établi que le récepteur des
glucocorticoides est une protéine acide (Milgrom,1973b, Parchman 1977 ).
Aprés transformation, le récepteur devient plus basique, et de ce fait,

son point isoélectrique augmente (Ben Or et af. 1983, DNanzé et al. 1986).

3.2.4. ULtracentrifugation et gel-filtration

Tous les auteurs semblent admettre actuellement que la
transformation s‘'accompagne d'une réduction de taille du complexe
récepteur-glucocorticoide observable en gradient de sucrose (passage
de la forme 8-9S a la forme 4S) et en gel-filtration (passage de la
forme non transformée de 7.8 nm de rayon de Stokes & la forme
transformée de 5 nm de rayon de Stokes) et cela en présence de
molybdate ajouté aprés la transformation pour stabiliser les complexes

(voir plus loin).




3.3. Facteurs d'inhibition de la transformation

Depuis son identification comme agent stabilisant pour le
récepteur des glucocorticoides (Nielsen etaf,1977a,1977b),le molybdate
est utilisé pour stabiliser tous les récepteurs des stéroides en
général (Noma et al 1980 ,Shyamala etal.1980). Mais 1'action la plus
importante du molybdate est 1'inhibition réversible de la transfor-
mation (Dahmer et af. 1984). Cet effet est maximum 3 une concentration
de 10 mM.
| Le molybdate stabilise également le récepteur contre
1'inactivation proonuée par 1l'addition d'une forte quantité de sel .

a 0°C ou le relargage du récepteur par le sulfate de protamine. Le
molybdate aurait aussi un effet synergique avec le dithiothréitol sur
la réactivation du récepteur (Housley et af, 1984, Hubbard et al,
1982) et stabiliserait une forme‘du récepteur inactivé par déphos-
phorylation (Housley et af. 1984). |

Le mécanisme d'action du molybdate reste encore inconnu
mais 1'hypoth&se d'une interaction directe aQec le récepteur est
trés vraisemblable.

Cependant d'autres oxyanions de certains métaux de transi-
tion tels que les ions vanadate (Nishigori et af. 1980) et tungstate
(Murakami et al,1982) ,semblent avoir:un effet similairea celui du molybdate.
D'autre part, Dahmer et al. 1984 décrivent un inhibiteur endogéne
thermostable de faible poids moléculaire (PM < 700) dont les effets
semblent similaires a ceux du molybdate et dont la nature chimique
reste inconnue. De méme Barnett ¢f af. 1983 suggérent 1'existence
d'un inhibiteur endogéne de haut poidé moléculaire.

D'autres auteurs (Nishigori ef al,1980,Toft etal.1979 Leachet al.
1979, Barnett et af. 1980) ont constaté 1'effet de ralentissement
sur la transformation de certains inhibiteurs de phosphaéases, tels

que le lévamisole, les ions fluorure et arséniate.




3.4. Modéles proposés pour la transformation

La diversité des facteurs induisant la transformation ainsi
que 1'étendue des modifications physicochimiques du complexe
hormone-récepteur, rendent délicate 1'interprétation du mécanisme
moléculaire. Il faut espérer que des préparations purifiées du
récepteur sous ses deux formes, aideront a réaliser une étude par une
approche directe sur la molécule protéique du récepteur, ce qui
permettrait d'établir un schéma définitif pour la transformation.

' Cependant, plusieurs auteurs ont essayé d'organiser les
connaissances actuelles autour de modéles hypothétiques. En effet,
deux questions se trouvent au centre des spéculations. D'une part,
est-ce que 1'étape de transformation est réversible (Litwack et al,
1985, Raaka et Samuels 1983, Vedeckis ef al, 1985a)ou irréversible ?
(Munk et Holbrook, 1984) . D'autre part, si 1l'hypotheése de changement
de taille par dissociation de sous-unités semble admise, s'agit-il
d'un mécanisme en deux étapes (Litwack et af.1985, Munck et Holbrook,
1984, Vedeckis‘et af.1985a)ou en une seule étape? (Raaka et Samuels
1983)'(figure 3 ). Ces questions n'ont pas encore recu de réponse

claire.

4) Translocation du complexe hormone-récepteur

En se référant au modéle de la localisation cytoplasmique
du récepteur, cette étape peut &tre définie comme le passage des
complexes hormone~récepteur transformés du cytoplasme vers le noyau,
Or, il apparait‘de plus en plus vraisemblable que la localisation du
récepteur est plutdt nucléaire. Cette hypothése a été démontrée dans
le cas du récepteﬁr des oestrogénes par King et Greene (1984), Welshons
et al.(1984) et aussi dans le cas du récepteur de la progestérone (Gasc
et al1984), tandis que pour le récepteur des glucocorticoldes, les

résultats sont contradictoires.
Si la réalité de cette hypothése vient a &tre démontrée d'une

o w ’ ” 'l . . - .
maniere genérale, 1'étape de translocation doit @tre remise en cause.
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Figure 3 - Modeles de la transformation

1. Modéle a une seule étape ou le site de liaison 3 1'ADN

2.

est démasqué par la dissociation des sous-unités.

Modéle a deux étapes ol le site de liaison & 1'ADN est
exposé par transformation du récepteur 4S.
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5) Interaction avec les constituants nucleaires

Depﬁis la mise en évidence du fait que le DNA est 1'élément
essentiel avec lequel le complexe hormone-récepteur interagit aprés
translocation (Yamamoto et al . 1976), les travaux se sont multipliés
pour comprendre la nature de l'interaction du complexe glucocorticolde
récepteur avec les constituants du noyau cellulaire et son rdle dans
la régulation de 1'expression des génes. Les résultats concernant
1'interaction ont abouti & la conclusion que celle-ci serait de type
ionique et qu'elle intervient dans des sites accepteurs se trouvant
au niveau des protéines non histones ; le DNA apparaissait comme
important dans la liaison, mais il n'avait pas été mis en évidence
de sites spécifiques 2 son niveau (Higgins et al. 1979).

Les techniques utilisant les ressources de la biologie
moléculaire ont permis d'aborder ce probléme et d'aboutir & 1'acquisi-
tion rapide de résultats: extrémement importants.

L'étude 2 la fois de la sensibilité des génes régulés par
les glucocorticoides en présence ou en absence de leur environnement,
et des génes non régulés par les glucocorticoldes auxquels on a
conféré la sensibilité 2 ces hormones, a été i la base de ces résultats.

Le modéle qui a été le plus utilisé pour ces études est celui
du virus tumorigéne mammotrope de la souris (Hager el af. 1984). L'étude
de ce rétrovirus, a 1'expression cellulaire induite par les glucocor-
ticoides, a permis de loéaliser avec précision dans son fragment LTR
des séquences spécifiques d'ADN nécessaires au contrdle de la
transcription du provirus par les glucocorticoldes. Ces séquences ont
été identifiées par diverses expériences de transfection cellulaire,
et certaines d'entre elles se sont révélées également capables de lier
in vitho de maniére spécifique le complexe glucocorticoidg—récepteur
purifié sous forme transformée. Ces derniers résultats, obtenus essen-
tiellement par des expériences de protection du DNA contre l'action
de la DNase I ou la méthylation au niveau des régions liées au récep-
teur, ont été récemment étendus & d'autres génes contrdlés par les
glucocorticolides (Beato et al. 1986 ; Scheidereit et af. 1986; Eliard
et al. 1985, Moore et al. 1985).
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La séquence des sites de régulation sensibles aux glucocor-
ticoldes (Glucocorticoid Response Element "GRE'") apparait hautement
conservée dans différents génes provenant de différentes espéces
(homme, rongeurs, poulet) ; tous ces sites lient le récepteur des
glucocorticoides du rat et présentent une homologie de séquence
baptisée séquence '"consensus', comportant en particulier 1'hexanucléo-
tide TGTTCT. Le tableau I montre des exemples de séquences "consensus"
présentant un maximum d'homolbgie entre elles. Les moyens disponibles
actuellement, comme les séquenceurs automatiques d'oligonucléotides,
et la synthése chimique permettent de réaliser la synthése de la

séquence hautement spécifique du récepteur des glucocorticoides.

B - STRUCTURE DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES

Les difficultés que posent 1'instabilité et la faible
concentration cellulaire du récepteur pour sa purification sont a
l'origine de 1'absence d'un modéle structural définitif. Toutefois,
certains auteurs ont pu établir des modéles hypothétiques d'organisa-
tion moléculaire du récepteur. Pour cela, ils ont d'abord utilisé des
méthodes classiques, et par la suite, ils ont bénéficié du renfort
du marquage d'affinité, et des caractérisations immunochimiques.

Enfin, 1'existence de souches cellulaires mutantes de souris fabriquant
un récepteur. anormal ou tronqué, a apporté une contribution qui est

loin d'@tre négligeable & la compréhension de cette structure.

1) Récepteur non_transformé
1.1. Caractéristiques physicochimiques

La purificafionrdu.récepteur non transformé stabilisé
par le molybdate .(Grandics 1984, Lustenberger et al. 1982 et 1985,
Idziorek 1985b, Weisz ef al. 1984) a contribué d'une maniére
décisive 2 sa caractérisation. Ainsi, il a été établi que le complexe
hormone-récepteur non transformé a un poids moléculaire compris entre
300 et 330 KD, une constante de sédimentation de 8-10S et un rayon

de Stokes 7 4 8,5 nm. La transformation de ces complexes est accompagnée




-~

Eléments régulateurs des hormones stéroides

Position 1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 14 16 Nucleotide no.
MTV | -186 6 6 T T A CAAATCIT 6 T TCT
MTV Hia -129 T GGG T AT CAAAIT G T T CT
Mt il -263 Cc 6 6T ACACTG}T G T COCT
hGH +92 6 G 6 C A CAATG]T 6T COCT
RUG I -2640 C T 6T T CACTC}]T 6 T TTCT
RUG i -2672 C C 6 G'ACAGCGGJAGTCCT
RUG Il -2708 6 T 6T CAGTOCITIT 6T T CT
pMr Co+2 A C TG A CACGTC]T G T CC T S - :
Lys | -191 AAAAT i CCTTCIT 6T GG CJ}JT T A G CCAATGTT
Llys -75 T G A C A A CT G TYA G A A C A

Homologie principale

Homologie large

Tableau I - Exemples de séquences consensus présentant un maximum d'homologie

- entre elles. '
Virus tumorigéne mammotrope de la souris - MMTV - (MTV.I et IIa)

métallothionéine (M, 11), hormone de croissance humaine (hGH)
Utéroglobine de lapin (,UG.I-III), DNA ribosomal et lysozyme de
poulet (ch LYS. I et II). Scheidereit, et al 1986.

€l
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d'une réduction de taille menant a une forme plus petite sédimentant
entre 4 et 55, de rayon de Stokes 5 & 6 nm, soit un poids moléculaire
d'environ 90 & 100 KD. Le point isoélectrique semble augmenter
d'aprés Ben Or et al. 1983, Danzé et al. 1986).

Enfin, il a été clairement montré que le récepteur est
une phosphoprotéine (Sanchez et af. 1985, Grandics et al. 1984,
Housley et Pratt 1983, Miller-Diener et af. 1985, Kurl et Jacob 1984,
Singh et Moudgil 1985), '

1.2, Modéles proposés pour le récepteur non transformé

Les modéles proposés réceﬁment.par Shermanet af.1983 et Vedeckis
1983b (figures 4, 5) suggérent que le récepteur non transformé
serait un oligomére comportant. plusieurs sous-unités dont la dissocia-
tion conduit & la forme transformée (figures 3 et 4). Les deux modeéles
ne tranchent pas entre une structure homooligomérique oit le récepteur
serait constitué de l'assemblage de sous.unités liantes identiques, .
et une structure hétérooligomérique ol divers facteurs protéiques ou
non seraient associés 3 une seule sous-unité. Des arguments en faveur
de cette derniére hypothése viennent d'étre récemment apportés par
Gehring ef al. 1985 et Okret et al. 1985. Toutefois, il reste 2
identifier les facteurs associés & la sous-unité liante pour dissiper
les incertitudes qui entourent cette question. L'existence de
facteurs protéiques (les RBF, "Recepteur Binding Factors'), d'une
molécule d'ARN d'un constituant lipidique et un inhibiteur de la
transformation thermostable de faible poids moléculaire a été déja

proposée et discutée récemment (Formstecher 1986).

2) Récepteur transformé
2.1. Caractéristiques physicochimiques

Les caractéristiques physicochimiques établies sur des
préparations cytdsoli@ues (rayon de Stokes, Constante de sédimentation,
point isoélectrique) sont du méme ordre que ce11es obtenues sur du
récepteur purifié transformé (Eisen et Glinsmann 1978, Westphal et
Beato 1980, Moudgil et af. 1985, Wrange et al. 1984, Gametchu et

Harrisson 1984, Govindan et Gronemeyer 1984). Cependant on peut
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affirmer avec certitude que le récepteur transformé purifié a un

poids moléculaire de 90 & 100 KD, suivant les espéces animales. Ce
poids a été obtenu a partir des paramétres hydrodynamiques et 1'analyse
en gradient de polyacrylamide du récepteur purifié (Wrange et al. 1979,
Govindan 1980 ) ou marqué de maniére covalente par le mésylate de
dexaméthasone (Simons et Thompson 1981, Eisen et af. 1981) ou par
photoaffinité (Dellweg et al. 1982, Nordeen et al. 1981, Wrange et al.
1984). Le poids moléculaire de 40 KD rapporté par le groupe de Beato
(Westphal et al. 1980 et 1981) résulterait d'une protéolyse partielle.
I1 a un rayon de Stokes de 6 nm et un coefficient de sédimentation

de 3,55%0,25 selon 1a force ionique du tampon (Wrange et af. 1979).
Pour le groupe de Beato (Climent et af. 1977, Westphal et al. 1980),
pour Atger et al. 1976 , Eisen et al. 1975, Grandics et al., 1984,

le coefficient de sédimentation est de 4S, ce qui correspond aux valeurs
obtenues pour le récepteur transformé cytosolique. En DEAE-cellulose,
il est élué entre 0,16 et 0,2M de KC1 ou NaCl (Govindan et al. 1978,
Wrange et af, 1979). Pour Grandics et af. 1984, la force ionique
d'élution est 0,08 M de NaCl. Il posséde un point isoélectrique sur
acrylamide de 5,8 (Wrange et af. 1979) ou 6,0 (Eisen et af. 1975, 1976,
1978, Singh et af 1985). Singh et Moudgil (1985) montrent de plus que
le complexe H-R transformé purifié est un bon substrat de phosphory-
lation An vAt10 sous 1'action d'une kinase AMPc-dépendante en piésence
de magnésium. Pour Kurl etaf.(1984)et Miller-Diener et al (1985)1'activité
kinasique serait portée par le récepteur lui-m@me qui s'autophosphory-
lerait. Sanchez (1986), & 1'encontre de ces résultats montre clairement
que le récepteur purifié grace & un immunoadsorbant portant un
anticorps monoclonal anti-récepteur n'a aucune activité kinasique,

pas plus d'ailleurs que la protéine 90-92K qui 1'accompagne en présence
du molybdate (Housley et al. 1985, Sanchez et ak. 1985) .

Tous ces résultats établissent de maniére claire que le

récepteur est une phosphoprotéine. Pour 1'instant aucune variation

du taux de phosphorylation du récepteur lui-méme n'a pu @tre mesurée

et corrélée avec son activité biologique.
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2,2, Utilisation des anticorps mono- et polyclonaux

Le récepteur transformé purifié (10-30 % d'homogénéité) a
permis 1'obtention d'anticorps, polyclonaux d'abord, puis monoc lonaux,
dont 1'utilisation principale a été la localisation immunocytochimique
du récepteur a glucocorticoides (Eisen 1982, Okret 1983, Antakly et af,
1984). Ces études ont montré que le récepteur existe sous une forme
nucléaire (Govindan et al.1980, Antakly ef al. 1984). Ils ont également
permis de nombreuses études sur des rééepteurs de cellules de lymphome
de souris (Westphal ef al, 1980) et permis de montrer que le récepteur
pourrait @tre un hétéropolymére (Gustaffson, communication personnelle).

Le groupe de Gustaffson (Okret ef af. 1981, Carlstedt-Duke
1979, Gustaffson ot al, 1984) ont utilisé un anticorps polyclonal pour
identifier le domaine immunogéne du récepteur transformé aprés 1'emploi
d'enzymes protéolytiques sur du cytosol incubé. C'est un fragment
qui peut @tre obtenu facilement par hydrolyse ménagée avec la chymotryp-
sine, son poids moléculaire se situe entre 40 et 50 KD. Il a été aussi
identifié par Dellweg et af.(1982), Gehring et Hotz (1983) sur des
préparations marquées de maniére covalente. Vedeckis (1985b) suggére
que son point isoélectrique et sa charge nette sont voisins de ceux

du complexe non protéolysé.

2.3, Protéolyse limitée du récepteur purifié

Wrange et al. (1984) ont utilisé un récepteur purifié couplé
covalentiellement a 1'acétonide de triamcinolene radioactif par
photoaffinité pour le soumettre & 1'action de la trypsine ou de la
chymotrypsine.Il apparait ainsi un fragment de 39 KDa qui retient
1'hormone et est capable de se lier a la DNA-cellulose ; le fragment
39 KDa n'est plus capabie de lier les anticorps dirigés cpntre le
94 KDa, Ce fragment peut encore étre dégradé par la trypsine mais pas
par la chymotrypsine pour donner deux fragmenté de 25 et 27 Kd, dont le
plus petit se présente sous forme non dénaturée et conserve encore la

capacité de lier le stéroide. Il s'agit du mérorécepteur, il a été
identifié par plusieurs auteurs (Sherman et al. 1978, 1983 ; Carlstedt-

Duke et al. 1979 ; Holbrook et al. 1983 , Stevens et al 1981a,
Vedeckis 1983, Wrange et al. 1978 et 1984).
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2.4, Modeles du récepteur transformé

L'emploi de la protéolyse limitée et des anticorps a conduit les
groupes de Gustaffson (Carlestedt-Duke et al. 1982, Gustaffson et al.
1986) et de Vedeckis (1985a, b) A proposer des modéles trés voisins
d'organisation en domaine du polypeptide 90-98 KD monomére du récepteur
des glucocorticoides (figure 6). Vedeckis (1985b) a vu dans les
propriétés structurales et fonctionnelles des divers mutants de
récepteurs observés dans les lymphomes de souris, des arguments en
faveur de la disposition séquentielle suivante, 3 partir de 1'extrémité
N-terminale : site de liaison au stérolde, site de liaison a 1'ADN
puis site modulateur. Nous allons voir que 1'élucidation de la séquence
compléte du cDNA codant pour le récepteur des glucocorticoldes a

bien confirmé 1'existence de ces trois domaines et précisé leur

disposition dans la molécule.

2.5. Séquence compléte du cDNA codant pour le récepteur

des glucocorticoides

Au cours de la mise au point d'un protocole de purification,
les améliorations prennent en compte deux crit@res en méme temps : le
taux de purification et le rendement. Généralement, quand 1'un
augmente, l'autre diminue, ce qui ne va pas sans poser de problémes,
d'autant plus que le récepteur existe en trés faible quantité dans
la cellule. Les quelques.pg récupérés aprés la purification ne
permettent généralement que des études de caractérisation. Cela a
rendu les approches d'études directes sur la molécule réceptrice
trés limitées,

Devant cette situation, les auteurs se sont intéressés
aux méthodes d'approches indirectes. La plus spectaculaire étant la
préparation d'anticorps anti-récepteur. La part qu'elle a prise dans
les études qui ont permis'l‘élucidation des séquences complétes des
cDNA codant pour les récepteurs des glucocorticoldes n'étant pas le
moindre exemple.

En effet, ce dernier résultat a marqué un tournant dans
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la recherche du récepteur, son acquisition n'a pas été obtenue sans
peine, il a fallu une collaboration étroite entre plusieurs groupes
associant le plus souvent des équipes complémentaires spécialisées,
les unes dans la biologie moléculaire des génes et les autres dans

1'étude des récepteurs des glucocorticoides.
2.5.1. Clonage du cDNA du nécepteur des glucoconticoides

Pour cela, les auteurs ont fait appel aux cellules
tumorales d'origine murine et humaine choisies pour leur contenu
élevé en récepteur et donc en ARN-messager codant pour cette protéine.
Dans un premier temps, un anticorps, de préférence monoclonal anti-
récepteur sert a préparer des polysomes enrichis en ARN-messager.
Celle-ci est ensuite fractionnée sur oligo dT cellulose. L'ARN poly A
enrichi (1-2 7 codant pour le récepteur) obtenu est cloné dans les
phages A gt 10 et N gt 11 afin d'avoir une librairie de cDNA. Les
clones positifs sont sélectionnés par criblage qui se fait 2 1'aide
soit d'un anticorps anti-récepteur, soit sur dot blot, soit par sonde
oligonucléotidique spécifique d'un morceau de séquence déja connu. La
derniére étape du séquencage permet d'obtenir la sdéquence compléte.
Cette stratégie a été employée pour élucider la séquence compléte du
cDNA du géne du récepteur des cellules hépatiques du rat (Miesfeld ¢t al.

1986). Elle a été utilisée légérement modifiée par Govindan et al.
1985 et par Weinberger etf al.1985a, Hollenberg et af. 1985 dans le

cas du récepteur humain.
2.5.2, Séquence du cDNA du nécepteun des glucoconticoldes

La séquence compléte codant pour le récepteur humain (Hollenberg
et al. 1985) montre 1l'existence de deux variantes a et B. La diffé-
rence entre les deux serait 1l'absence dans la variante B duuné
cystéine du c6té C-terminal impliquée dans la liaison a 1l'acétonide
de triamcinolone.

D'autre part, Weinberger et al. (1985b) a proposé pour le
récepteur des glucocorticoldes 1'organisation en domaines représentée

sur la figure 7 .
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La partie N-terminale de la protéine porterait la région
immunogéne. La moitié C-terminale serait impliquée dans la liaison
du récepteur & 1'ADN ; 1'extrémité C-terminale du récepteur est
essentielle a la liaison du stéroide.

Nous remarquons que cet enchainement ne correspond pas aux
prévisions formulées par Vedeckis (1985b) sur la base de son modéle

hypothétique.

C - CONCLUSION

Durant les dix dernitres années, les résultats concernant
la fonction et la structure du récepteur des glucocorticoides ont
été tres abondants. et trés intéressants, mais pas encore suffisants pour
élucider clairement les problémes du nombre et la nature des sous-—
unités, de la phosphorylation ou des facteurs.cytosoliques indispen-—
sables, ce qui permettrait d'identifier et de caractériser la forme
native vraie du récepteur. Cela conduirait 2 mieux comprendre
1'étape de la transformation.

Les méthodes mises en oeuvre actuellement dans cette recherche
sont nombreuses et font appel & divers domaines : la biologie
moléculaire, 1'immunologie, la cristéllographie. Cela montre la
difficulté du sujet. Il faut espérer que la purification avance
suffisamment pour rendre possible des manipulations directes sur la

molécule protéique réceptrice.




DEUXIEME PARTIE

PURIFICATION DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES
SOUS FORME TRANSFORMEE - GENERALITES ET
RESULTATS PERSONNELS
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‘I — PURIFICATION DU RECEPTEUR TRANSFORME PAR LES PROTOCOLES DEJA
DECRITS A CE JOUR.

La mise au point d'une méthode de purification hautement
sélective et rapide est d'une importance capitale. Cela tient au
fait que le récepteur est une protéine extrémement labile et qu'elle
est présente dans la cellule a des concentrations trés faibles. A cela
s'ajoute une diversité de forme qui ne fait qu'augmenter les difficultés
pour le choix de la méthode de purification, et quand on sait en plus,
qu'on est limité dans le choix de 1la source de tissus riches en
récepteurs, on comprend aisément qu'il faut aborder le probléme de
la purification avec une stratégie bien étudiée.

Néanmoins, nous disposons actuellement de moyens trés
importants pour éviter les approches qui peuvent nous induire en
erreur. A cet égard, il y a lieu d'étre satisfait de la présence
de facteurs stabilisants, qui non seulement augmentent la durée de
vie du récepteur, mais permettent aussi d'améliorer la sépération des
trois formes du récepteur (forme non liée au stéroide, forme liée
non transformée, forme liée transformée).

Nous évoquons ici particuliérement 1'importance du
molybdate. En effet, cet oxyanion & une concentration de 10-20 mM
présente un double effet ; d'une part il stabilise le récepteur i
non 1ié (Blanchardie et ak. 1983); en bloquant a la fois 1'inactivation |
de type physicochiﬁiqﬁe provoquée par 1'augmentation de la force
ionique et la précipitation au sulfate d'ammonium et 1'inactivation en
partie enzymatique'provoqﬁée par 1'augmentation de la température
(Leach et af. 1979, Naray . 1983). D'autre part, le molybdate
Vempéche la transforﬁation du complexe H-R, que ce soit par 1'augmen-
tation de la température ou 1'é1évation de la force ionique (Leach
et al. 1979). L'exploitation conjuguée de ces deux effets a eu pour
résultat de faire avancer d'une manidre spectaculaire la purification

du récepteur sous forme non transformée, alors que celle-ci apparaissait




au départ compromise en comparaison avec celle du récepteur sous
forme transformée. '

A priori, il est évident, pour la purification du
récepteur sous forme transformée, qu'il faut éviter 1'utilisation
du molybdate et les oxyanions ayant un effet similaire. Dans ce cas,
les auteurs ont essayé au mieux d'augmenter la stabilité du récepteur
transformé en utilisant leés agents stabilisant des groupements thiols
(mercaptoéthanol, DIT), le glycérol et les inhibiteurs de protéases
(PMSF par‘exemple). Malheureusement, tous ces artifices ne suffisent pas
a eux seuls pour pallier au probléme de la stabilité. Toutefois, les
-progrés les plus nets sont a mettre au compte de la rapidité dans
la réalisation des procédures chromatographiques et de la limitation
du nombre d'étapes des protocoles proposés.

Dans ce mémoire, nous nous limiterons 3 commenter la
purification du récepteur transformé, En effet, la purification du
récepteur non transformé a fait l'objet de théses bien détaillées
(Idziorek, 1985) (Lustenberger, 1986).

A - LES METHODES DISPONIBLES

La préparation & 1'état pur du récepteur nécessite plusieurs
étapes, et toute la difficulté consiste 2 sélectionner et a enchainer
les différents procédés utilisés.

Deux critéres permettent d'évaluer 1'intérét d'une méthode :
le degré ou taux de purification et le rendement. Le taux de purifi-
cation est estimé 3 chaque étape en mesurant 1'activité spécifique
du récépthr, c'eét*é—direil'activité de liaison rapportée a la
concentration totale des protéines. Mais le point le plus important
reste la caractérisation qualitative du récepteur purifié. Pour cela

. ¢ 2

on dispose d'un éventail assez diversifié de méthodes permettant de

conclure & 1'identité du matériel purifié. Nous allons dans un premier

temps procéder 3 une description des différentes méthodes classiques
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qui ont été utilisées pour purifier le récepteur transformé et
ensuite, nous présenterons d'une manidre plus compléte les supports
polyanioniques dont 1'utilisation dans la m@me intention a rapporté

les meilleurs résultats.

1 - Méthodes classiques

L'étape préliminaire commune & tous les protocoles sans
exception consiste a homogénéiser un tissu animal (généralement
le foie) ou des cellules isolées (foie ou tissus) dans un tampon.

Cet homogénat est soumis & une ultrafiltration, la fraction limpide
ou surnageant représente le cytosol de départ.

Les premiéres tentatives de purification du récepteur
transformé ont utilisé la gel filtration mais avec des résultats
décevants caractérisés par un trés faible rendement. En effet,

Hackey et Pratt (1971) dans un protocole de purification du récepteur
de fibroblastes de souris, en quatre étapes utilisent la gel-filtration
en premiére et troisiéme étape ; entre les deux, ils précipitent avec
le sulfate d'ammonium et terminent la purification par une chromato-
graphie sur DEAE—cellulosé. Litwack et af. 1973 aprés une chromato-
graphie sur DEAE-Sephadex 50 déposent 1'éluat sur gel-filtration
Sephadex 100. Méme si ces dernieré ont obtenu un rendement meilleur
que celui des premiers auteurs, il n'en reste pas moins que la gel-
filtration conventionnelle s'est avérée une technique a portée
limitée pour la purification du récepteur transformé. Nous méme
1'utilisons pour dessaler et enlever le sulfate de protamine de la
préparatioﬁ du récepteur, obtenue par précipitation de ce dernier.

L'autre technique utilisée dans les protocoles de purification
classique et qui a décu la plupart des auteurs est celle de la
précipitation au sulfate d'ammonium. En effet, on s'était vite rendu
compte qu'elle était a 1'origine de phénoménes d'agrégation irréversible

(Hackney et Pratt 1971, Rousseau et af. 1975).
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termine quand le mélange est sec. L'eau résiduelle est éliminéde par
lyophilisation. Puis la poudre est resuspendue dans environ 20 volume
de TE et laissée & 4°C pendant une nuit. Aprés deux lavages pour
enlever le DNA n'ayant pas réagi, la DNA cellulose est stockée dans
le tampon TE plus NaCl 0,15 M. Le rendement calculé par mesure au
spectrophotométre du DNA libre dans le surnageant du lavage est
d'environ 50 7. L'étape cruciale de cette technique est le séchage

a 1'air. En effet, si celle-ci vient a &tre oubliéde et que seule la
lyophilisation est réalisée, le rendement de fixation du DNA diminue
de moitié,

L'inconvénient de cette méthode est que la fixation du
~ DNA bicatenaire n'implique pas de liaison covalente,

Pour étudier le comportement des complexes entre les histones et le
DNA immobilisé,Biagioni ef al. (1978) avaient besoin d'un support
DNA-cellulose particuliérement stable, qui non seulement comporterait
des liaisons covalentes, mais serait aussi capable de résister aux
pH extr@mes (surtout les pH alcalins).

Ils ont troﬁvé que la cellulose activée avec le chlorure
cyanurique était trés convenable pour la préparation de tels supports.
La cellulose activée est obtenue par la méthode de Smith et af.1974.Le
DNA (0,2 a2 2 mg/1l) dans une solution non tamponnée, est mélangé
avec de la cellulose (100 mg/ml), puis laissée sous agitation pendant
une heure a 4°C. Le mélange est ensuite filtré puis traité a
1'éthanolamine a2 pH 8 pour désactiver les fonctions trichloroazinyl
n'ayant pas réagi. La DNA-cellulose récupérée par filtration est lavée
abondamment 3 l'eau distillée. La quantité de DNA 1ié est calculée
par deux méthodes, soit par mesure au spectrophotométre du DNA non
1ié présent dans le filtrat a4 1la fin de la réaction, soit par détermi-
nation du phosph&te 1ié a la cellulose (Zilversmit et alz 1950). Le
rendement se situe entre 80 et 97 %, selon la quantité de DNA mise
dans le miTieu réactionnel (figure 8). Cette méthode présente
1'avantage de coupler du DNA bicaténaire‘et de mettre & notre dispo-
sition un support qui se caractérise par une grande stabilité, meéme
aprés traitement & l'urée et aux pH alcalins. Le seul inconvénient

réside dans les précautions qu'il faut prendre pour manipuler le
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chlorure cyanurique.

La troisiéme variété de méthode que nous proposons dans
cette revue est celle qui a été mise au point par Moss et af. (1981)
(Figure 2). C'est une technique trés efficace pour coupler par une
liaison covalente le DNA & la cellulose. Le pont de couplage est
réalisé grace 3 un oxiranne bifonctionnel. Contrairement a ce que
1'on a vu pour les deux méthodes précédentes, le DNA ici est sous
forme monocaténaire et la taille des fragments couplés est d'environ
700 bases. Toutefois, comme dans la technique d'Alberts et Herrick,
1'étape de séchage est cruciale. Les auteurs ont par ailleurs
déterminé les conditions optimales de concentration du rapport DNA
sur cellulose. Ils établissent ainsi que pour une concentration
< 4 ng de DNA/mg de cellulose le rendement est de 90 7. Ce dernier
chute & 53 % quand le rapport est de 12 upg/mg.

Le Fevre et al. (1979) ont déterminé les conditions opti-
males d'expérimentation et constatent qu'il n'y a plus de variation
dans la détection des récepteurs transformés a partir d'une concen-
tration de 9 ug DNA/ml de suspension. En fait, la concentration
optimale pour la détection varie pour les différents lots de DNA-
cellulose. Les supports présentés dans notre étude satisfont bien

a4 ces normes.

2.2, Applicationde 1a DNA-cellulose et autres supports
polyanioniques & la purification du récepteur

transformé

' . PP
L importance de cette technique s'est révélée au vu de
1 [ ] [ . ' L
1"abondance des publications qui sont apparues ces dix derniéres

~annees, et ou les auteurs ont alterné essentiellement chromatographie
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sur phosphocellulose et sur DNA-cellulose. lLa caractéristique
commune a tous les protocoles, c'est qu'ils comportent généralement
au moins deux étapes ; le cytosol incubé en présence de 1l'hormone est
chromatographié sur phosphocellulose ou DNA-cellulose en tampon de
faible force ionique, avec un débit assez rapide. Au cours de cette
étape, seules les protéines ayant une affinité pour les groupements
anioniques sont retenues et éliminées. Le volume exclu renfermant le
récepteur est alors exposé a 25°C, ce qui permet la conversion du
complexe hormone-récepteur sous la forme transformée. Le complexe
acquiert alors une forte affinité pour le DNA ou la phosphocellulose.
Une seconde chromatographie sur le m@me support avec un débit plus
lent permet 1'adsorption du récepteur (en principe, il ne reste pas
de protéines étrangdres ayant une affinité vis—a-vis du support).
Aprés lavage, 1'élution est obtenue par un gradient de force ionique.
Etant donné que seuls les complexes hormone-récepteur voient leur
affinité augmenter poﬁr le support aprés l'activation, on peut
espérer récupérer des préparations pures du récepteur. (figure 10).

Nous n'avons pas jugé utile de décrire les différents
protocoles ayant servi a plusieurs auteurs pour purifier le récepteur
transformé, et nous présentons simplement un tableau (voir Tableau II)
qui résume l'essentiel de ce quia été réalisé dans ce domaine. Par
contre, nous avons analysé attentivement les résultats et nous avons
dégagé un certain nombre de remarques.

- Il apparait évident que la purification du récepteur 1ié
a2 1'hormone sous forme transformée est fort réalisable.

- Les résultats rapportés par les différents auteurs, ne
conduisent pas, sauf une ou deux exceptions, & des préparations pures
a 1'homogénéité. Ceci s'explique par la capacité limitée de la
DNA-cellulose a séparer du récepteur les protéines qui lient le DNA
et qui sont éluées 3 la m@me concentration en sel que le récepteur
transformé. Cependant, le résultat le plus intéressant a été obtenu
par Wrange et al. (1979). En effet, cette équipe, dans le souci de

pallier au probléme qui vient d'&tre évoqué, a d'une part réalisé
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T.P. sur RESULTATS CARACTERISATION
AUTEURS METHODES UTILISEES DNA-cellulose| T.P.total{Rendement| A.S. P.M. Pureté 7
4
EISEN 1978 DNA-cellulose 11.000 11.000 90 rien
WRANGE 1979 DNA-cellulose + DEAE Sepharose 6.700 8.500 | 25-30 8,6 94 80
GOVINDAN 1984 DNA-cellulose + DEAE Sepharose 2.700 6.500 15 6,6 92 60
Chromato d'affinité +

DNA-cellulose 1,3 7.800 63 6,7 62

ATGER 1976 Phosphocellulose + précipitation
: sulfate NH4 + DEAE-Sephadex 940 24 0,4
BEATO 1980 Phosphocellulose + precipitation
sulfate NH, + gradient de 59,000 2 40
saccharose

TABLEAU II - Purification du récepteur transformé par divers protocoles utilisant essentiellement

la phospho et 1a DNA-cellulose.

T.P. : Taux de purification ; A.S. Activité spécifique en nmole/mg de protéines

P.M. : Poids moléculaire

Zt
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1'élution de la DNA-cellulose par le phosphate de pyridoxal 0,01 M,
et le Mg Cl2 (Wrange et al.1984), qui seront des moyens d'élution
plus spécifique que la simple augmentation de la force ionique.
D'autre part, elle termine la purification par une chromatographie
sur DEAE-Sepharose & pH 7,8.Le recours a cette derniére étape

lui a permis d'avoir une préparation pure a 1'homogénéité.

- La transformation a été obtenue par la majorité des
auteurs par chauffage dex complexes hormone-récepteur entre 20 et
25°C pendant 30 minutes & 1 heure, 2 1'exception d'Atger (1976) et
Gametchu ( 1984) qui ont utilisé 1'artifice qui consiste a faire
augmenter la force ionique. Cette étape, indispensable et incontour-
nable, réalisée a 1'aide de la chaleur, permet au mieux de n'avoir
que 50 a 60 7 maximum des complexes hormone-récepteur partiellement
purifiés sous forme transforﬁée. Toﬁt récemment, Govindan et
Gronemeyer ont publié un protocole impressionnant, identique dans
son principe 2 celui de Wrange et al. (1979, 1984), mais qui se
distingue de ce dernier par ﬁn seul point. Il concerne 1l'introduction
d'une seconde étape de transformation du volume exclu, récupéré
aprés la deuxiéme chromatographie sur DNA-cellulose. Méme si par
ce biais, ces auteurs n'arrivent pas 3 améliorer le taux de purifi-
cation, leur objectif d'augmenter le taux de transformation est

toutefois atteint.

- Nous avons noté que la ﬁultiplication des étapes de
filtration—adsorption*tranéforﬁation ée fait au détriment du rende -
ment et de la "santé" de la préparation. A cet égard, il est intéressant
d'examiner le travail réalisé par Beato et Westphal (1980). Ces
auteurs ont propoéé un protocole en sept étapes, ils ont alterné
filtration adsorption sﬁr phospho- ou DEAE-cellﬁlose, et précipitation
par le sulfate d'aﬁmoniuﬁ, la derniére étape étant un gradient de
sucrose préparatif. Certeé le taux de purification a atteint une
valeur maxiﬁum de 59000 foié et la préparation est pure 2 1'homogé-
néité. Mais d'un aﬁtre coté, le rendement est trés faible (37) et
1'analyse des caractéristiqﬁes phyéicochimiques fait état d'une

préparation dégradée. On ne saurait sous—-estimer 1'intérét de ce
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travail, mais pareille dualité est néanmoins génante.

- En passant en revue tous les résultats traitant de la
purification du récepteur transformé, on remarque que certains auteurs
mettent en avant des taux de purification tout a fait impressionnants,
mais cela n'est rien devant le caractére variable de ce chiffre, d'une
publication a une autre. Et l'on est & méme de se poser la question

de la signification réelle de ce chiffre.

Nous n'entrerons pas dans une polémique de ce chiffre,
ce n'est pas notre propos, mais nous évoquerons simplement le
probléme posé par le dosage de trés faibles quantités de protéines,
qui est trés probablement la cause directe du caractére variable du
taux de purification. En effet, au laboratoire, une étude comparative
menée par Idziorek. (1985) a permis de faire apparaitre les différences
qui existent entre trois méthodes testées. Deux d'entre elles utilisent
le bleu de Coomassie (Bradford, 1976, Read 1981), la troisiéme étant
celle de Lowry modifiée par Bensadoun (1976) .

La conclusion principale de ce travail est que les trois
techniques ne donnent pas de résultats exacts. Elles donnent toutes
un éventail de réponses trés variables en fonction des protéines
employées. A cet égard, l'exemple du récepteur purifié est trés
significatif, le dosage a été réalisé avec seulement deux méthodes :
celles de Bensadoun et de Read. Les résultats montrent que 1'écart
entre les deux techniques correépond a un rapport de 1t a 3. Cela nous
donne des raisons pour penser que les chiffres qui indiquent les
taux de purification doivent &tre considérés avec des réserves, et
qu'il faut les analyser en m@me temps que les caractéristiques
physicochimiques.

s

Enfin, la faible quantité de récepteur récupérée i la
fin de la préparation n'a permié jusqﬁialors que de préciser les
paramétres physicochimiques du récepteur et d'en étudier les domaines
structuraux ainsi que la liaison 3 1'ADN. Il est clair qu'avec de
telles quantités, olt le récepteur est encore plﬁs instable, il ne

saurait @tre question d'aborder les études concernant la liaison au
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stéroide et encore moins celles du mécanisme de la transformation.

Devant ces difficultés, les auteurs ont développé des appro-
ches indirectes, la plus spectaculaire étant la préparation
d'anticorps anti-récepteur. Ainsi, le groupe de Eisen (1980) a réussi
a préparer un anticorps qui reconnait le récepteur natif et transformé
et qui est spécifique de 1'espéce. L'antisérum polyclonal préparé par
Okret et af, (1981) reconnait lui aussi le récepteur sous formesnative'
et transformée , mais il semble non spécifique de l'espéce, ni du
tissu. D'autre part, un anticorps monoclonal a été obtenu par
Gametchu et Harrisson (1984). Sa préparation n'a pas demandé de
récepteur hautement purifié (1300 a 3200 fois).

Ces anticorps ont d'abord joué un rdle dans la caractéri-
sation des domaines du récepteur, puis ils ont été utilisés ensuite

pour isoler 1'ADN complémentaire codant pour le récepteur.

3 - Conclusion

Au vue de ces protocoles, il semble clair que la DNA-
cellulose présente beaucoup plus d'attraits que la phosphocellulose.
En effet, celle-ci a servi généralement seulement comme étape de
prépurification, grdce & sa propriété d'Etre stable en présence du
cytosol susceptible de renfermer des DNAses, mais 1'inconvénient que
présente la phosphocellulose est qu'elle induit elle-méme la

transformation.
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B = RESULTATS PERSONNELS

Au sein de notre laboratoire, une étude minutieuse entamée
par Lustenberger (1981) et achevée par Idziorek (1985) a permis de
préparer du récepteur hautement purifié sous forme non transformée.
Dés lors, une étude complémentaire a été envisagée, elle concerne
la purification du récepteur sous forme transformée. Cette tiche
nous a été confiée dans le cadre de cette thése. Nous avons commencé
notre étude par l'application des méthodes disponiBles qui viennent

d'étre évoquées précédemment et qui sont apparemment trés efficaces.

1. Choix_du protocole a utiliser

Quand nous avons décidé d'entamer la purification du
récepteur transformé sur supports polyanioniques, notre espoir était
bien mesuré, puisque les publications apparues jusqu'alors faisaient
état de résultats suffisamment avancés pour qu'on ne puisse prétendre
les dépasser. Notre objectif se situait dans une perspective qui
visait le développement d'une approche indirecte du récepteur
transformé, comme par exemple la production d'anticorps, ou le
marquage covalent d'affinité.

Devant la diversité des protocoles nous n'avions que
1'embarras du choix. Mais conscients de nos moyens, nous les avons
adaptés a nos objectifs, et cela dans le respect de la qualité de
la méthode choisie. Ainsi par exemple, il était difficile de mettre
en oeuvre les protocoles de Westphal et al. (1980), de Wrange et af.
(1979, 1984) et encore plus de Govindan et Gronemeyer (1984).

En effet, si ces protocoles détiennent les records des taux de
purification et des rendements, il faut signaler que les moyens
employés pour leur application sont trés importants. Cependant nous
étions particuliérement séduit par le protocole décrit par Eisen
et al. (1978). En effet, c'est un protocole simple en deux étapes,
et qui donne selon 1'auteur un taux de purification de 11 000 fois

avec un rendement de 80 7.
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2. Principe du protocole choisi

Les trois publications de Eisen reprennent le méme proto-
cole avec des perfectionnements successifs. Le principe repose sur
l'utilisation de la DNA-cellulose ; la technique définitive
comporte deux étapes.

- Filtration sur DNA-cellulose en colonne du récepteur
incubé non activé. En milieu 100 mM NaCl, le récepteur passe dans
le volume exclu.

- Aprés activation par la chaleur, une deuxiéme filtration
sur DNA-cellulose permet d'adsorber le récepteur qui est élué en

tampon contenant NaCl 450 mM.

3. Rapport de charge

Le rapport de charge (volume du cytosol/volume de DNA-
cellulose) utilisé par Eisen et Glinsmann (1973) sur la premiére
colonne de DNA-cellulose est de 0,17. Celui rapporté par Wrange et al.
(1979) est de 0,4-0,6 pour la phosphocellulose utilisée en premiére
étape, et de 2-3 pour la premiére colonne de DNA-cellulose utilisée
en deuxiéme étape. Au cours de ces deux premiéres étapes, le taux
des protéines passe de 20-30 mg/ml & 1-1,5 mg/ml. Les rapports
proposés par Govindan et Gronemeyer (1984) sont les mémes, et ceux
proposés par Beato et af. (1980) sont assez voisins.

Sur ce point, tous les auteurs sont ﬁnanimes ;3 le rapport
de charge faible utilisé pour la premiére étape a pour But de
maximiser d'adsorption des protéines non spécifiques, présentes en
grande quantité dans le cytosol et surtout de permettre la fixation
des protéines ayant ﬁne faible affinité poﬁr la DNA-cellulose. Si
celles-ci ne sont pas éliminées au terme de cette étape, elles
risquent d'@tre éludes avec le récepteur a la fin de la deuxiéme
étape. Cela aurait poﬁr conééqﬁence de diﬁinﬁer le taux de purifi-
cation de la préparation.

Dans 1'étape d'adéorption spécifique sur DNA-cellulose,

apres la transformation, le rapport de charge doit &tre le plus
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élevé possible, puisque en diminuant le volume de la colonne, on
diminue aussi le volume dans lequel serait récupéré le récepteur

purifié, ce qui aurait pour conséquence d'augmenter sa concentration.

4. Partie expérimentale

Dans nos expériences, nous sommes partis du principe
du protocole établi par Eisen (1978), et au.vu des résultats
obtenus, a la fin des manipulations, nous avons essayé d'améliorer
la purification en changeant & chaque fois un paramétre. Concernant
toutes ces manipulations, la procédure expérimentale était la méme.

Les étapes sont les suivantes :

- Préparation des colonnes chromatographiques

- Préparation du cytosol (voir appendice technique)

- Mesure de la liaison au récepteur (voir Appendice technique)

-~ Isolement du récepteur

- Dosage des protéines par la méthode de Bensadoun (voir
appendice technique)

- Caractérisation du récepteur (Voir Résultats)
4.1, P%éparation des colonnes chromatographiques

Au cours des premiéres tentatives, nous avons utilisé
des colonnes de DNA-cellulose en premiére et en deuxiéme étape.
Aprés une série de résultats, nous avons cherché 3 remplacer la DNA-
cellulose utilisée en premiére étape par un support qui aurait les
mémes propriétés et qui serait moins onéreux. La phosphocellulose
se prétait bien & cette tdche. Malheureusement, 4 1'usage elle
présentait un effet de dégradation sur le récepteur; Nous avons
vérifié‘que méme si on enlevait la pfemiére colonne de DNA-cellulose
cet effet persistait. Dés lors, une autre alternative a été choisie,
elle concerne l'utilisation d'une colonne d'Ultrogel sDNA. Dans un
premier temps nous avons comparé celle-ci a la DNA-cellulose et
ensuite l'avons utilisée comme étape de prépurification.

Pour préparer ces colonnes, nous avons procédé de la méme

maniére pour chacune d'entre elles (voir appendice technique).




4.2, Isolement du récepteur

Le schéma général que nous avons suivi dans nos expériences.
comporte deux étapes. D'une part la filtration sur DNA-cellulose, ou bien
sur phosphocellulose puis sur DNA~cellulose, et d'autre part 1'adsor-

rion sur DNA-cellulose.
4.2.1. Filltrnation
4.2.1.1. DNA-cellulose

Le cytosol incubé avec de 1l'hormone radioactive est
déposé sur la colonne de DNA-cellulose. Le lavage s'effectue avec
le tampon F ou le tampon A, le récepteur est recueilli dans le

volume exclu.

4.2.1.2. Phospho et DNA-cellulose

Le cytosol incubé avec de 1'hormone radioactive est déposé
sur la colonne de phosphocellulose. Le lavage s'effectue a débit
élevé avec le tampon A ou bien le tampon F. Le volume exclu est
déposé sur une colonne de DNA~cellulose. Le lavage est aussi
rapide que lors de la premiére colonne. Le volume exclu sera récu-

péré.
4.2.2. Adsonption

La suite des opérations est la méme pour les deux cas
évoqués ci-dessus. Le volume exclu recueilli est chauffé a 25°C
pendant 30 minutes (c'est la transformation), il est ensuite déposé
sur la colonne de DNA-cellulose et incubé pendant 45 2 120 minutes, Le
lavage s'effectue avec le tampon B ou bien le tampon F. Le comptage
s'effectue au fur et 2 mesdre que les fractions sont collectées,
ce qui nous perﬁet de sﬁivre 1'évolution du lavage et de savoir
quand il faut l'arr@ter. L'élution se fait avec les tampons C ou G.
Les fractions sont coﬁptéeé au fur et & mesure qu'elles sont collec-
tées. Quand la radioactivité devient négligeable, 1'élution est

arrétée.
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Le dosage d'activité sur 1'éluat est fait par du charbon
dextran, en ajoutant 1/10 du volume de sérumalbumine 10 mg/ml,

et ceci pour compenser la faible teneur en protéines et pour éviter

que le charbon dextran fixe une partie du récepteur purifié.

5 - Résultats et discussion

5.1. Application du protocole établi par Eisen et af. 1978

Le rapport de charge que nous avons utilisé pour la premiére
colonne de DNA-cellulose est de 0,7 alors que celui de la seconde
est de 9,8.

Seul le profil de lavage et d'élution de la seconde
chromatographie de DNA-cellulose est représenté sur la figure 11.
La majeure partie de la radioactivité qu'on espérait retrouver dans le
pic d'élution est passée dans le pic de lavage .
Nous avons estimé qu'une partie est perdue pendant 1'incubation dans
la premiére colonne qui était sans doute trop longue et qui conduisait
a une transformation des complexes dans cette colonne ol ils se
trouvaient en partie retenus. Une autre partie est dégradde apreés
la transformation et avant et pendant la charge sur la deuxiéme
colonne. Le méme protocole réalisé dans les mémes conditions,mais
seulement avec une réduction du temns.d'incubation dans la premiérve
colonne(ce teﬁﬁé était de 2 heures dans les premiers essais, il a

té réduit de moitié ) nous a.donné & peu prés les mémes résultats négatifs.

O

Dans le protocole établi par Eisen et al. 1978, il n'y a
pas d'indication précise concernant les temps d'incubation dans les
deux colonnes de DNA-cellulose. Ainsi, ceux que nous avons suivis
au départ (2 heures pour la premiére colonne et deux heures 30 pour
la seconde colonne) tenaient compte des données théoriques 2 k
savoir par exemple, que l'incubation prolongée dans la premiére
colonne permettrait 1'adsorption dﬁ maximum de protéines et d'enzymes.
Nous en avons conclu qu'il fallait faire des filtrations rapides
sur la premi2re colonne et des incubations moins longues sur la

seconde.
Dans 1l'incapacité d'aveir un grand volume de DNA-cellulose,

nous avons essayé de la remplacer dans la premiére étape par un
support qui aurait les mémeé propriétés et qui serait nettement
moins onéreux.

Dans les protocoles rapportés par Wrange et al. 1979,
Govindan et Gronemeyer 1984,Climent et al. 1976,1977 1e choix a été
porté sur la phosphocellulosé. En effet, ce support utilisé en
premiére étape permet d'éliminer selon ces auteurs 75 7 des protéines

non spécifiques.
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Figure 11 - Profil de lavage et d'élution de la deuxiéme colonne
de DNA-cellulose.

Le cytosol (10 ml) est appliqué sur la premiére colonne (2,5 x 5 cm) de
DNA-cellulose (15 ml). Le lavage s'effectue avec le tampon A, le

débit est de 0,6 ml/min. Des fractions de 1,5 ml sont collectées.
L'élution s'effectue dans les mémes conditions. Les fractions du pic

de lavage (15 ml) sont rassemblées et chauffées puis congelées. Aprés
décongélation, elles sont déposées (12,5 ml) sur la deuxidme colonne

de DNA-cellulose (15 ml). Le lavage se fait avec le tampon A, le

débit est de 0,6 ml/min@)L'élution se fait avec le tampon C dans les
mémes conditions(B)
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L'autre probléme auquel nous étions confrontés est celui
du temps. Généralement la filtration sur la premiére colonne de
DNA-cellulose se faisait en fin de journée, et en attendant le
lendemain, on congelait les filtrats. Cette étape de congélation
s'est avérée néfaste pour le récepteur ; elle a été remplacée
par une incubation en présence de 1l'hormone. Enfin, nous avons jugé
que la concentration en sel du tampon proposé par Eisen ef af. 1978
pour la préparation du cytosol serait un peu élevée. Nous 1'avons

réduite de moitié en remplacant le tampon A par le tampon B.

5.2, Mise en oeuvre du protocole modifié

Les rapports de charge pour la phosphocellulose, la
premiere et la seconde colonne de DNA-cellulose sont respectivement
de 0,4, 0,73, 0,86.

A 1'élution de la colonne de phosphocellulose et de la
premiére colonne de DNA cellﬁlose, nous avons décelé la présence
d'un pic correspondant probablement a la forme transformée du
récepteur. Cela confirme le fait déja signalé par Atger et Milgrom
1976, a savoir qu'un contact avec la phosphocellulose, méme s'il est
relativement court, accélére l'activation du récepteur et entraine
sa transformation.

Au terme de ces trois étapeé, nous ne récupérons presque
pas d'activité.

Le fait de diminuer la quantité de cytosol de départ ou
d'éliminer la preﬁiére colonne de DNA-cellulose ne modifie pratique-
ment pas les résultaté. Parallélement au déroulement de la manipu-
lation, nous avons suivi 1'évolﬁtion du récepteur sur une colonne de
gel-filtration en HPLC (TSK G3000). Deux fractions sont injectées,
la premiére avant la tranéformation (aprés filtration sur phospho-
cellulose) et la seconde aprés la transformation. La figure 12
montre le profil obtenﬁ. Nous remarquons que la forme transformée
du récepteur n'apparait pas et qu'il s'agit 12 d'une autre forme plus
petite qui lie encore le étéroide, et qui eét assimilée au
mérorécepteur, C'eét le plus petit fragment du récepteur transformé,
il a été décrit coﬁme étant le résultat de l'action de protéases

endogénes, dont probablement la colpaine, protéase activée par le
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ure 12 -~ Chromatographie de gel-filtration en HPLC : contrdle

analytique du récepteur transformé et non transformé.

Deux aliquotes (200 pl) du volume exclu le premier de la colonne
de phosphocellulose ( ——@-), et le second de la premiére colonne
de DNA-cellulose (-@--@-), mais qui a été transformé de ce cas
sont injectés dans une colonne de gel-filtration TSK G3000 SW
équilibrée dans un tampon Tris~HC1 20 mM, contenant du molybdate
et du mercaptoéthanol. 100 ul de chaque fraction sont comptés

en radioactivité.

V_, et V_ sont respectivement .le volume exclu et le volume total de

la colonne. La calibration est obtenue en utilisant : a) la

chymotrypsine (2 nm), b) 1'ovalbumine (2,9 nm), c) 1'albumine (3,6 nm)

d) 1l'aldolase (4,8 nm), e) la catalase (5,2 nm), f) la ferritine (6,1 nm).

RIN : récepteur non transformé (7 nm)
MER (mérorécepteur (2,6 nm)
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calcium (Bodwell ef af. 1985). 11 est également produit sous 1l'action
de protéases exogénes (Sherman et af. 1978, 1983, Carlstedt-Duke
1979, Holbrook 1983 , Stevens, J. et Stevens Y.W.1981a  Vedeckis
1983a,Wrange et al. 1978 et 1984). Parmi celles-ci la plus efficace
est la trypsine.

I1 est connu que le mérorécepteur n'est pas retenu sur la DNA-
cellulose et ceci explique 1'échec de la chromatographie sur la
derniére colonne de DNA cellulose dans notre protocole.
L'apparition du mérorécepteur est probablement due
4 la nature chimique de la phosphocellulose. En effet, celle-ci
porte une forte concentration en charge ionique, entrainant ainsi
une transformation du récepteur similaire a celle obtenue par
augmentation de la force ionique. Des enzymes endogénes peuvent &étre
activés sous le méme effet et provoquer ainsi une dégradation du
récepteur aboutissant ainsi au mérorécepteur. Nous en avons conclu
que méme si la phosphocellulose élimine la majeure partie des protéines,
elle a induscutablemnt un effet géfaste gyr le récepteur.

Nous avons donc eliminé la phosphocellulose de notre
protocole et l'avons remplacée par 1'Ultrogel sDNA, support contenant
du DNA monocatenaire. Une étude comparative entre 1'Ultrogel ;DNA et

la DNA-cellulose a montré que celle-ci était plus spécifique.

5.3. Protocole retenu pour la purification du récepteur

transformé.

Dans la perspective d'améliorer notre protocole, une
étude comparative entre deux cytosols préparés 1'un, dans un tampon
Hepes et l'autre dans le tampon Tris-HCl a montré qu'en‘présence de
ce dernier, le pH variait moins et l'activité du récepteur aprés
incubation avec 1'hormone était plus élevée. L'addition d'un inhibiteur
de protéases (PMSF) s'est montrée utile. La filtration du cytosol
a travers la colonne d'Ultrogel n'a pas eu de conséquence directe
sur le taux de purification ; au contraire, on assiste a un phéno-
méne de dilution. Néanmoins, cette étape reste nécessaire puisqu'
elle contribue a 1'élimination de protéines et enzymes.
Paralléleﬁent au déroulement de la manipulation, nous avons

vérifié a chaque étape que le matériel injecté et sur la colonne
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d'Ultrogel et sur celle de DNA-céllulose correspondait bien aux

forme du récepteur qu'oh devrait déposer. Ces éontrales ont été réalisés
grace a une colonne de gel—filtration en HPLC (TSK G3000). La

figure 13 montre le profil de fractionnement obtenu pour les deux

types du récepteur. Nous avons ainsi eu la confirmation que la forme

du récepteur qui s'adsorbe sur la DNA-cellulose (figure 14) est

‘représentée essentiellement par la forme transformée du récepteur.

Le taux de purification obtenu par ce protocole est de 52 fois.
L'utilisation par la suite de deux colonnes de DNA-cellulose nous
a permis d'améliorer ce chiffre qui a atteint 100 fois.

Il a été décrit par Simons ¢t af, 1983, Wrange et al. 1979
que l'efficacité de liaison du récepteur des glucocorticoides sur
la DNA-cellulose aprés l'activation thermique était de 1'ordre de
30-50 Z. Sur les causes de cette fixation limitée, les avis sont
partagés entre une dégradation du récepteur et une limitation dans
1'étape d'activation. Govindan et Gronemeyer (1984) ont pris position en
faveur de cette 2éme hypothése en montrant qu'une deuxiéme activation

permettait d'augmenter le taux des complexes activés d'au moins 6 %.

Cela peut expliquer en partie nos résultats trés modestes,
mais ne suffit pas expliquer la différence qui existe entre les
résultats décrits dans la littérature. Cependant, les moyens mis
en oeuvre ne sont pas les mémes. L'exemple d'Eisen est assez signi-
ficatif. Ce derhier utilise en premiére étape une colonne de DNA-
cellulose de 150 ml pour seulement 20 ml de cytosol. Quand on sait
le rGle capital que joue cette étape dans la purification, on comprend
pourquoi il a pu‘obtenir un taux de purification de 11000. En effet,
1'intérét de la méthode réside en grande partie dans cette étape.

Un grand volﬁﬁe de DNA—cellﬁloée et donc ﬁne grande surface de
contact offre la poésibilité a toutes les protéines, mé@e celles
ayant une faible affinité pour le DNA de se fixer sur le support.
Done, 1ogiqueﬁent, éeul le récepteﬁr se fixera en deuxitme étape
aprés son activation.

Néanmoiné, nous avons montré que la purification du récepteur
était poésible ﬁéﬁe 3 partir de faibles volumes du cytosol (10 ml),
et en utilisant seulement deux étapes, alors‘par exemple que
Govindan et Gronemeyer 1984 sont partis de 300 ml de cytosol,et leur

protocole comportait cinq étapes.
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Figure 13 - Chromatographie de gel-filtration en HPLC ;

contrdle analytique du récepteur transformé et non transformé.
1]

Deux aliquotes (200 pl) du volume exclu de la colonne d'Ultrogel

sDNA, le premier avant la transformation ( e——e) et le second
aprés la transformation (®---@ ) sont déposés sur la colonne de

gel-filtration TSK G3000 SW équilibrée dans un tampon Tris-HC1

20 mM contenant du molybdate et un réducteur des thiols.

V, et V, représentent respectivement le volume exclu et le volume

‘total de la colonne. La calibration est obtenue en utilisant :

a) chymotrypsine (2 nm), b) 1'ovalbumine (2,9 nm),
¢) 1'albumine (3,6 nm, d) 1'aldolase (4,8 nm), e) la catalase (5,2 nm)
f) la ferritine (6,1 nm).

RT : récepteur transformé
RTN : récepteur non transformé
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Figure 14 - Profils vage et d'élution de la colonne de DNA—cellulose et du dosage des protéines.

. . . . . 3 3
Un volume (9,5 ml) de cvtosol incubé avec 1'Acétonide de Triamcinolone marquée au ~“H (TH TA) est
? s

appliqué sur la colonne (1,6 x 21 cm) d'ultrogel (10 ml).
le débit est de 2,5 ml/min,

a chauffer & 20°C pendant 3
L'incubation se fait en ba

Le lavage s'effectue immédiatement avec le tampon F,
une éprouvette est utilisée pour collecter. Le volume (13,5 ml) récupéré est mis

tch pendant 3/4 heure. Le lavage est effectué avec le tamponF(a),le débit

est de 0,8 ml/min, puis 1'élution se fait avec le tampon G (B) avec le méme débit. Seule 1'étape de DNA-cellulose
est représentée sur cette figure.

0 minutes puis déposé (12,5 ml) sur la colomne (2,5 x 20 cm) de DNA-cellulose (10 ml).

L7



5.4. Caractérisation du récepteur purifié sous forme

transformée
5.4.1. Gel giltration en HPLC et DNA-cellulose

La gel-filtration en HPLC utilisée pour le contrdle de
la fraction injectée sur la DNA-cellulose représente un critere de
caractérisation du récepteur (figure 13 ). La DNA-cellulose employée
pour la purification permet d'affirmer avec certitude la présence

de la forme transformée du récepteur.
5.4.2. Electrophonese en PAGE/SDS

L'analyse des fractions des différentes étapes de la
purification par électrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu
SDS est représentée sur la figure 15. Elle confirme la remarque
que nous avons déja faite, c'est-a-dire que méme si on ne purifie
pratiquement pas aprés filtration sur Ultrogel sDNA on a élimination
d'une certaine quantité de protéine, elle montre aussi, et d'une
maniére claire qu'au niveau des bandes correspondantes a 1'élution de
la DNA-cellulose, on a élimination d'ﬁne quantité trés importante de
protéines, mais si on les compare & la bande du récepteur non trans-—
formé purifié par chromatographie d'affinité, on voit qu'il nous
reste a2 améliorer notre protocole. Cepéndant, nous gardons tout

espoir, car en effet, méme si Eisen prétend atteindre un taux de

purification de 11000, son PAGE/SDS ne ‘présente pas de bande 90K.

6. Conclusions

Pour éviter la dégradation du récepteur, nous sommes
convaincus que des filtrations rapides dans la premiére colonne de
DNA-cellulose et des incubations moins prolongées dans la seonde
sont d'une iﬁportance capitale.

Nous sommes arrivés, au vu des résultats du prétocole que
nous avons mis au point, 3 la conclusion que pour de petites quantités
de cytosol, il faudrait mieux utiliser des colonnes a base de DNA.

La purification du récepteur transformé s'est avérée plus
compliquée que nous l'avioné supposé au départ, et ceci malgré le

fait qu'elle a déja été étudiée par d'autres auteurs,
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Figurel5 - Analyse des fractions des différentes étapes de la

Z o =5 m U 0

purification par électrophorése sur gel de polyacrylamide

en milieu SDS dans un gradient linédaire d'acrylamide (5 - 20 %) .-

Témoin Pharmacia (L.M.W.)

Fraction du cytosol de départ

Fraction du cytosol recueil]ieapréé‘lavage de 1'Ultrogel
Fraction du lavage de la DNA—cellulose

Récepteur témoin purifié par chromatographie d'affinité
Fraction de 1'élution de la DNA-cellulose

Fraction de 1'élution de la DNA-cellulose
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|I1 - AUTRES METHODES ENVISAGEABLES POUR LA PURLFICATION DU
RECEPTEUR TRANSFORME.

- METHODES BASEES SUR LA CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS

Devant les résultats trés ﬁoyens de la purification sur
supports polyanioniqués, nous avions le choix entre deux solutions,
ou bien perséyérer dans la méme voie en utilisant des quantités
plus importantes de DNA-cellulose que nous avions synthétisée selon
la méthode de Moss et af. (1981) ou bien alors chercher un autre
moyen plus efficace. C'est cette derniére alternative qui a été
retenue. En effet, le protocole original mis au point par Marc
Denis a Nantes pour la purification du récepteur transformé sur
une petite colonne d'échange d'ions en HPLC, se pré@tait bien 2
notre intention de développer une méthode de purification rapide,
efficace, et qui permettrait surtout de récupérer une quantité
importante du récepteur. Nous avions & notre disposition une
colonne DEAE-HPLC préparative, elle a été utilisée a cet effet.

Pour argumenter notre choix du systéme en HPLC par rapport
au systéme conventionnel, nous allons présenter les deux systémes ,

et montrer en quoi celui de 1'HPLC est plus efficace.

A - Chromatographie d'échange d'ions sur supports

conventionnels.

Le processus d'échange d'ions est largement gouverné par les
interactions électrostatiques. Le mécanisme de séparation est
ionique. La phase stationnaire présente des sites ioniques qui
attirent les molécules ionisées. La phase mobile doit &tre aqueuse.
Les molécules non ioniques ne sont donc pas retardées par la phase
stationnaire et sortent en premier. Les protéines se fixent sur
les échangeurs d'ions équilibrés contre des tampons de faible
molarité et de pH supérieur ou inférieur i leur point isoélectrique

suivant que l'on a affaire a des échangeuxs d'anions ou de cations.




51

1) Supports

Les supports qui sont d'ﬁsage commun sont la cellulose et le
dextran (Sephadex). Les deux types les plus couramment utilisés
sont la DEAE (Diéthylamineéthyl) comme échangeur d'anions et
le carboxyméthyl'(CM)vcoﬁﬁe ééhangéur de cations (Tableau III).

Ces supporfs présenteﬁt des propriétés remarquables qui
se manifestent essentiellement par la nature hydrophilique et par
une bonne porosité de la matrice de cellulose. En effet, ils permet-
tent de réaliser des fractionnements des protéines de haut poids
moléculaire avec une résolution appréciable. Dans le cas des récepteurs

des glucocorticoldes, ils se sont montrés trés utile et ils ont
permis de réaliser surtout des études qualitative .

2) Résultats

L'intérét de cette technique réside dans la possibilité qu'elle
offre de pouvoir séparer sur la méme colonne et au cours d'une
seule procédure chromatographique les deux formes du récepteur,
et ceci & 1'aide d'un gradient de concentration en sel. La forme
transformée du récepteur est éluée i une force ionique moins élevée
que la forme non transformée. Cette technique a été essentiellement
utilisée dans les caractérisations a la fin de la purification
(Hackey et Pratt, 1971 ; Litwack et af. 1973 ; Wrange et af. 1979 ;
Okret et al. 1981, Schmidt et al. 1985 ; Govindan et Gronemeyer
1984). Elle a aussi servi d'étape intermédiaire de la purification
(Atger et Milgrom, 1976 ; Westphal et Beato, 1980). Certes, c'est
une technique qui a contribué a la purification (taux faible 10 2
20 fois), mais son utilisation reste limitée, & cause de sa capa-
cité moyenne, de la limitation de débit qu'elle présente, et aussi
de la faible spécificité qu'elle offre aux complexes hormone-

récepteur transformés.
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B - Chromatographie d'échange d'ions a haute performance

La chromatographie d'échange d'ions i haute performance (HPIEC)
représente l'une des techniqﬁes les plus récentes qui ont ouvert la
voie & de nouvelles possibilités pour la séparation de mélanges
protéiques. En effet, avec 1'apparition sur le marché de nouveaux
supports, 1'HPIEC & cdté de la chroﬁatographie de gel-filtration
a haute performance, connait un développement considérable.

Le nombre de publicationé décrivant 1'utilisation de 1'HPIEC
ne cesse de croitre. La plﬁpart des auteurs n'hésitent pas 2 montrer
leur satisfaction de la rapidité et surtout de la possibilité qu'offre

cette technique de récupérer les constituants a 1'état natif et avec

une activité biologique intacte.

1) Supports

Il y a quelques années, la chromatographie liquide 3 haute
performance a été réservée seulement aux séparations de petites molé-
cules. Elle utilisait des phases stationnaires apolaires de type hydro-
carboné greffé sur la silice. Pour réaliser 1'élution, il suffisait
de jouer sur la polarité de la phase mobile., Mais le grand intérét
de ces supports réside dans la granulométrie fine des billes et le
petit diamétre des pores. En effet, cela a pour conséquence directe
d'augmenter au maximum les surfaces d'échange entre la phase mobile
et la phase stationnaire et de diminuer 1'épaisseur du film de ces
phases, ce qui offre la possibilité a un échange rapide, La
résistance mécanique des petites particules permet de travailler 2 des
pressions élevées, donc a débit élevé, d'ol un temps réduit de chroma- .
tographie. La taille des particules permet aussi d'avoir un grand
nombre de plateaux par métre de gel ; cela augmente considérablement
la capacité de la colonne et améliore nettement sa résolution.L'amélio-
ration conjointe de ces paramétres a eu pour conséquence de faire avancer
d'une maniére spectaculaire les études sur les petites molécules

biologiques.
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Malheureusement, ce type de support ne pouvait €tre appliqué
a 1'étude des macroholécules biologiqﬁes, et cela a cause
de leur taille‘. ‘D'autre part, a 1'élution, les solvants plus
ou moins polaires entraTnaient la dénaturation des protéines.

Donc, le problime essentiel qﬁi a été posé concerne a la fois la
pofosité et l'inertie du gel,

Pour rémédier a ceé carences et permettre le fractionnement de
polyméres hydrosolubles sur ﬁne phase stationnaire rigide de type
silice, Chang et Regnier (1976) ont pu établir que le greffage sur le
gel des fonctions capables de éﬁpprimer 1'adsorption des molécules
due aux silanols ( ==Si -~ OH) du support permettait de rendre la
phase stationnaire polaire et pratiquement inerte vis—a-vis des
macromolécules. (figure 16).

En pratique, cela a d'abord été réalisé pour la chromatographie
d'exclusion de taille. Les sﬁpports utilisés a cet effet sont de type
diols obtenus par greffage de la silice avec un agent tel que le

-glycidoxypropyltriméthoxysilane. Mais le point important qui a
conditionné la réussite de ces gels était les progrés réalisés par la
suite dans la porosité du gel. En effet, devant les résultats decevants
obtenus avec des billes ayant des pores d'un diamétre de 60 R, les
auteurs se sont orientés vers l'utilisation de billes & pores plus grands,
d'un diamétre d'environ 300 A

Pour la chromatographie d'échange d'ions a haute performance, le
diamétre des pores était aussi important, car pour exploiter aussi le
volume interne des billes pour les échanges, il fallait que ce diamétre
soit suffisamment large pour permettre aux macromolécules d'y pénétrer,
ce qui abouti & une augmentation de la résolution. Mais avant de
s'attaquer & ce probléme, les auteurs ont eu 3 résoudre celui de la
synthése d'un gel d'échange d'ions et c'est seulement aprés sa mise au
point, qu'ils ont pu le tester sur des gels ayant une pordsité diffé-
rente.Ainsi, les travaux d'Alpert et Regnier (1978) ont été a 1l'origine
de la mise au point d'un support & base de silice échangeuse d'anions.

Ces auteurs ont montré que la polyéthyleneimine dissoute
dans une solution méthanoliqﬁe' était fortement adsorbée a la surface

de la silice, et qu'aprés lavage abondant avec le méthanol, la polyamine
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Figure 16 - Réaction de greffage du 8-glycidoxypropyltriméthoxysilane
sur support & base de silice (Chang et Regnier, 1976)
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Figure 17 - Réaction de pontage utilisée pour réaliser un support
d'échange d'anions sur silice (Alpert et Regnier, 1€78).




fixée sur le support est rédiite a une seule couche, et qu'enfin
l'utilisation d'un oxiranne bifonctionel permet de réaliser le pontage
entre les polyamineé (figure 17 ). Le support obtenu est trés stable
et les groupements fixéé ne peQVEnt étre désorbés au cours de la
procédure expérimentale. De ce fait, la surface est rendue polaire et
pratiquement inerte et ayant une forte capacité d'échange d'ions.

Cette technique a été utilisée par Vanecek et Regnier (1980 et
1981) pour préparer des supports HPIEC ayant des pores de tailles
différentes (1000 a 4000 X) et greffés avec des polyamines de différents
poids moléculaires (300 a 1800 daltons). Les résultats obtenus suggdrent
que la surface disponible & 1'échange, donc la grande taille des pores,
avait une grande influence sur la résolution.

Cependént, on ne peut sans cesse augmenter le diamétre des pores,
car a partir d'une certaine liﬁite, on commence a diminuer la surface
active , ce qui entralne une perte de capacité et une diminution de 1la
résistance mécanique des billes du gel. Un compromis est réalisé pour
des diametres allant de 200 & 1000 R, et permet la séparation des
protéines ayant un poids moléculaire allant jusqu'ad 100 000 daltons.

Pour les protéines allant jusqu'

a 400 000 daltoms, il est plus judicieux
de prendre des supports de 4000 A de diamdtre de pores.

Nous disposons actuellement dans le commerce de ces divers types
de supports avec des porosités différentes. Aiﬁsi, il y a 5 ans,
Pharmacia (1982) lance un polymére organique hydrophile (monobeads)
présentant peu de résistance au débit et possédant une bonne capacité
d'échange d'ions.

En 1982 encore, Toyosoda a proposé sur le marché des supports
d'une efficacité remarquable. Ils existent en échange d'ions et en gel-
filtration ainsi qu'en chromatographie hydrophobe. Probablement pour
des raisons de protection commerciale, les fabricants n'onF pas publié
la structure de ces supports, mais nous pensons que soit il s'agit
d'une structure similaire a celle proposée dans la figure 17, ou
bien une autre présentée sﬁr la figure 18, ol le principe est similaire
a celui proposé pour la gel—filtrétion.Seulement, ici illy a arrét au

stade de 1'époxyde et fixation & ce niveau du groupement fonctionnel,
POXy group

échangeur d'ions,par exemple le diéthylaminoéthanol,
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Q 0
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CPG + (CH,O):,SI(CH;);OCHgCH—CHg —‘—a—b = SI(CH;);OCH;CH—CH; n
‘ 90
o) ' OH
/ \ , . . .
ESi(CHz)JOCHgCH-CHz -+ P‘ ne— 2 SI(CHz)_‘OCHzCH-CHgi), (2)
b)
Formules Qes Désignation Abrévia-—
o ] groupements échan- tion
N | geurs d'anions Pg usuelle
1 -N(CH,CH,), Diéthylamine DEA
2 ~OCH,CH;N(CH,), Diméthylaminoéthanol DMAE
3 |  -OCH,CHNICH,CH,), Diéthylaminoéthanol DEAE
4 “(NHCH,CH,)NH, Polyéthyléneimine PEI

Figure 18 - Préparation d'un support d'échange d'ions selon
Chang et al. (1976)

a) Réaction de greffage du 8-glycidoxypropylméthoxysilane

(C.P.G.) sur support de silice (1.

Réaction de fixation du groupement fonctionnel échangeur

d'anions (Pg) sur le deuxiéme époxyde (2).

b) Tableau présentant des exemples de différents groupements

fonctionnels échangeurs d'anions.
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Les supports proposés pour 1'HPIEC sont de deux types :
~ Supports inorgantieS'é base de dilice
. DEAE-2-SW.TSK
. DEAE-3-SW.TSK

- Supports organiques a base de polymére
"« DEAE~-5-PW.TSK.

Le diamétre des pores qﬁ‘bffrent les polyméres de 1000 X pour
la DEAE-5-PW, au lieu de 125 A pour la DHAE-2-SW et 250 A pour la
DEAE-3-SW a pour résultat d'aﬁgﬁenter 1la surface d'échange interne
aux billes. De ce fait, la résolution des grosses molécules est amélio-
rée. Cependant, la résistance ﬁécanique est diminuée par rapport aux
billes de la silice, et l'on est obligé de travailler a basse pression.
La taille des particules poﬁr la DFAE-2-SY est de 5 um alors qu'elle
est de 10 ym dans le cas de la DEAE-3-SW et de la DEAE-5-PW. Ce
paramétre se répercute directement sur le nombre de plateaux théoriques
et 1'on a ainsi 5000 plateaux par colonne pour la DEAE-2-SW et seulement
2000 pour 1la DEAE-3-SW et 1300 pour la DEAE-5-PW. Cela aurait eu pour
conséquence d'augmenter considérablement la capacité d'échange d'ions
de la célonne ayant des particules de 5 pm , ol celle~ci n'est que de
1,79 + 0,22 mEq pour toute la colonne alors qu'elle est de 4,73 +
0,43 mEq pour la DEAE-3-SW et de 3,13 pour la DEAE-5-PW ; une explication
a cela suggére que dans le cas des petites billes seule la surface est
greffée. D'autre part, la différence qui existe entre les deux dernidres
colonnes serait probablement due au nombre de plateaux théoriques plus
élevé dans la DEAE-3-SW. (TABLEAU 1v). |

Enfin, un point important qui sépare les supports 3 base de
silice et ceux & base de polymdres est celui de la zone de pH utilisable.
En effet; 1'un des grahds avantages'des supports organiques est de
permettre de travailler dans une gamme de pll tres large (2-12) par rapport
aux supports 2 base de silice, ol 13, il ne faut surtout pas dépasser
un pH 7+7,5, car sinon cela entrainerait la dissolution de la silice.

Le support proposé par Pharﬁacia MeonoQ est a base de polymeére

organique, mais différe de celui proposé par Toyosoda par la fonction
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amine quaternaire fixée sur le support, ce qui explique d'ailleurs
sa forte rétention et sa meilleure résolution pour les macromolécules
biologiques,

Le succés actuel de la chromatographie & haute performance
est 4 mettre aussi au crédit de 1'augmentation nette de l'efficacité
par rapport & la chromatographie éur support conventionnel., En théorie,
ceci s'explique par la notion du nombre de plateaux théoriques (N).
En effet, ce nombre mesﬁre 1'aptitude d'une colonne a limiter
1'étalement des pics. N est une fonction du temps de rétention (tg)

du pic sur la colonne et de la largeur 3 mi-hauteur ( S ) de ce dernier.
2
N = 5,54 (tR/S)

Plus le nombre de plateaﬁx est grand, et plus S est petit, donc
meilleure est la résolution. Ceci est 1ié 3 la granulométrie. Plus

le diamétre des particules est petit, plus le nombre de plateaux par
métre sera grand, et plus 1'échange entre phase stationnaire et phase
mobile augmente par diminution de la résistance au transfert de charge
entre phases, et surtout par diminution du trajet a parcourir pour
aller d'une phése a 1'autre. Pour les petites molécules, nous avons
déja évoqué l'effet trés spectaculaire que cela provoque. Pour les
macromolécules, 1l'effet est important mais moins spectaculaire, car

celles-ci diffusent plus lentement.

Nous donnerons dans un premier temps quelques exemples de
1l'utilisation de 1'HPIEC dans la purification de certaines protéines,
et nous montrerons par la éuite son application & 1'étude des récepteurs
des glucocorticoides.

Récemment, Nilsson et Belfrage (1986) ont décrit uée méthode de
purification par les colonnes Mono Q et Mono S d'un enzyme lipase
hormono-sensible. L'activité de cet enzyme, située dans le tissu
adipeux détermine le taux’d'hydrolyée des Triacyl-glycérols . Si ces
auteurs se sont tournéé‘vers leS'ﬁéthodes a haute performance, c'est

qu'apparemment, ils étaient décus comme nous par les méthodes de
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purification classiques. Ils ont ainsi mis 1l'accent sur la rapidité
de la procédure chromatographique (une journée au lieu de cinq jours)
et aussi de la qualité des séparationé. De méme Mansson et al. (1985)
ont appliqué la colonne Mono Q & la séparation des gangliosides
membranaires en mono-di-tri et tétrasialo gangliosides. Ces auteurs
ont clairement montré 1'intér8t de cette colonne par rapport aux
supports classiques. Ainéi, ils ont établi que la capacité de charge
dans la Mono Q était de 25 pﬁoles de gangliosides - Neu- Ac. par ml
de résine, alors que pour la DEAE-sépharose elle n'est que de 2-2,5
umoles/ml (Iwamori et Nagai, 1978). Ils ont aussi mis en avant le
caractére rapide de la procédure et la possibilité de travailler i
débit élevé (1-4 ml/min).

D'autre part, Ikigai ¢t af., 1985 ont utilisé deux colonnes
échangeuses d'ions TSK-DEAE-5-PW analytique et préparative pour
analyser les protéines extrinséques membranaires d'E.coli K12 et
intrinseques des érythrocyteé humains en présence d'un facteur non
ionique. Les résultats rapportés par cette étude montre d'une part
1'avantage qu'apporte 1'HPIEC au niveau de la résolution des protéines
et d'autre part qu'on pouvait gagner beaucoup de temps dans la procé-
dure chromatographique.

Kato et af.; 1985 en utilisant une colonne analytique TSK-DEAE-
5-PW, ont comparé 1'HPIEC 2 1'isoélectrofocalisation dans la séparation
des protéines. Ils ont ainsi pu établir que 1'HPIEC pouvait &tre
plus intéressante de par sa rapidité, sa facilité, sa reproductibilité
et la possibilité qu'elle offre de récupérer la protéine dans un état
natif aprés la séparation. En conséquence, elle peut @tre employée
avec succés comme alternative & 1'électrophorése sur gel dans les
séparations analytiques et préparations des protéines. Mais il n'en reste
pas moins que les deux méthodes sont complémentaires.

Nous remarquons simplement que ces auteurs sont leg fabricants
du gel et qu'il va de leur intérét de montrer ses performances, Pour cela
ils utilisent des protéines coﬁmercialisées a 1'état pur, alors
que pour des auteuré qﬁi’cherchent a4 purifier une protéine plus ou
moins inconnue comme cela est notre cas, le probléme est posé
différemment. C'eést pourquoi nous allons voir en quoi ces gels

peuvent €tre utiles pour 1'étude des récepteurs des glucocorticoides.
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Pour cela nous allons procéder a une illustration par comparaison entre
un support conventionnel et un support en HPIEC. La figure 19 montre

un exemple d'élution réalisée éur deux types de supports, l'un en HPLC
(Idziorek, 1985) et l'autre sﬁr’gel conventionnel (Schmidt et af, 1985).
Dans les deux cas de figure, le récepteur hautement purifié sous forme
non transformée en présence dﬁ molybdate a été partiellement transformé
apres élimination de ce dernier. Idziorek (1985) réalise la transfor-
mation dans la colonne apréé élimination du molybdate par lavage avec
un tampon phosphate qﬁi n'en contient pas. Schmidt (1985) enléve

le molybdate par filtration rapide sur une colonne de gel-filtration,
transforme le récepteur’pﬁié l'injecte sur la DEAE-cellulose. Le
récepteur transformé est élué en début du gradient alors que le
récepteur non transformé eét élué a force ionique plus élevée., La
présence des : deux'forﬁes du récepteur est due a une transformation
partielle.

Nous remarquons que le pic qﬁi correspond & 1'élution du récep-
teur transformé sur la DEAE-HPLC est beaucoup plus fin que celui de
la DEAE-cellulose. En effet, sur celle~ci 1'activité de liaison s'étale
sur 7 fractions de 1 ml avec un sommet du pic qui représente 15 7 de
1'activité éluée dans 1 ml. Alors que dans la DEAE-HPLC l'activité
de liaison est récupérée dans 3 fractions de 0,5 ml avec 60 Z de
1'activité éluée dans seulement une fraction de 0,5 ml. L'analyse
du pic du récepteur non transformé confirme ces résultats, mais a
un degré moindre.

Un autre exemple plus spectaculaire est proposé sur la figure 19
(Idziorek, 1985). Le complexe hormone-récepteur hautement purifié sous
forme non transformée, obtenu aprés gel-filtration en HPLC a été
chargé sur une colonne de DEAE -(TSK 545 DEAE, LKB) équilibrée dans
un tampon phosphate 80 mEq contenant des réducteurs de thiols et du
molybdate. Le récepteur est élué par un gradient linéaire de chlorure
de potassium 0-0,5M. Le pic dﬁ récepteur obtenu est trés étroit et
plus de 50 7 de la radioactivité liée est retrouvée dans une seule
fraction de O,SVﬁl sur un gradient coﬁportant 40 fractioms.

Ces exemples sont parfaiteﬁent révélateurs de 1'amélioration
nette issue de la convergence des modifications portées sur trois

aramétres conjointement, il s'agit de la capacité, de 1'efficacité
P J g P
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Figure 19 - Chromatographie d'échange d'ions : comparaison entre

support conventionnel et support en HPLC.

l\lchromatographie du récepteur purifié sur DEAE-cellulose
(Schmide et al., 1985)

Un aliquote (1 ml) de 1'éluat £iltré sur une colonne de gel-
filtration pour enlever le molybdate, puis transformé est

injecté dans une colonne de DEAE-cellulose (3 ml) équilibrée
dans le tampon phosphate 50 mM pH 7. Aprés lavage avec le

tampon phosphate 5 mM, 1'élution est réalisée par un gradient
linéaire 5~400 mM KC1. 30 fractions de 1 ml sont éluées et un
aliquote de chaque fraction prélevé pour le dosage de la radioactivité.

E}jChromatographie du récepteur hautement purifié sur DEAE-HPLC

Un aliquote de 500 ul de 1'éluat dilué quatre fois dans un tampon
phosphate 20 mM pH 7,4 est injecté sur la colonne DEAE 545 LKB
équilibrée dans le tampon phosphate 50 mM pH 7,4. Aprés un lavage
-de 20 minutes, qui permet d'éliminer l'excés de stéroide libre et
la transformation car le tampon ne contient pas de molybdate,
1'élution est effectuée contre un gradient lindaire de KC1 0-0,5 M
dans le tampon. Le débit est de 0,5 ml x min~!. Des fractions de
0,5 ml sont collectées et des aliquotes de 50 pl de chaque fraction
sont analysés pour le dosage de la radioactivité.
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Figure n°® 20 { Chromatographie d'échange d'ions en HPLC,( Idziorek 1985)
Un aliquote ( 500 pl) du récepteur hautement purifid
obtenue apres chromatographie de gel filtration en HPLC
est dilué quatre fois avec du tampon phosphate 10 mM
pH 7,4 puis chargé sur une colonne DEAE 545 LKB équili-
brée dans le tampon phosphate 50 mM contenant du molybdate
et des réducteurs de thiols ,pH 7,4 a 0°C.Apres 20 min
de lavage ,1'élution est effectude avec un gradient lindaire
de KC1 0-0,5 M.Le débit est de 0,5 ml.min | .Des fractions
de 0,5 ml sont collectées et 50 pl de chaque fraction sont

analysées pour le dosage de la radioactivité et du potassium.
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et la résolution. En effet, la capacité du support utilisé DEAE-HPLC
(TSK-DEAE 3 SW) est de 0,3 ﬁEq'de groupements fonctionnels greffés

par gramme de gel de éilice, le nombre de plateaux théoriques est
d'environ 17000/ m et la taille des particules est de 10 um. Tout

cela traduit la forte efficacité et donc un pic trés fin. Pour situer
un ordre d'idée de la différence qﬁi‘existe avec la DEAE-cellulose,
nous signalons que poﬁr celle-ci le nombre de plateaux théoriques n'ec-
céde pas 500 parm

Les deux pics obtenﬁé sur DEAE—HPLC sont bien séparés, cela
traduit une bonne résolﬁtion, notion qui découle de la convergence
des 2 paramétres évoqués ci-dessus.

Nous en concluons que trois avantages émergent de cette
utilisation : préparation rapide, haute résolution et une importante
capacité de charge.

Depuis leur apparition sﬁr le marché, les colonnes DEAE-HPLC n'ont
été utilisées qu'a des fins analytiques, pour caractériser le récepteur.
Ainsi, Idziorek (1985) 1'utilise & la fois pour caractériser le
récepteur hautement purifié sous forme non transformée et pour montrer
que ce dernier pouvait se transformer en colonne aprés élimination du
molybdate. Il a par ailleurs comparé la force ionique d'élution du
récepteur cytosolique et du récepteur purifié non transformé. Il en

déduit que leurs concentrations d'élution étaient les m@mes.

3) Conclusion

Nous avons vu dans ce chapitre que les avantages apportés
par 1'HPIEC étaient énormes. Cela nous a convaincus de 1'utiliser pour

la purification du récepteur transformé.

C - RESULTATS PERSONNELS

;
Pour mettre au point le protocole que nous avons évoqué dans les
généralités, nous avons eﬁ recoﬁrs a trois colonnes a haute performance.
Ces colonnes présentent des tailles différentes : d'une part la Mono Q a
base de polyﬁére'organiqﬁe‘contient un volume de { ml. D'autre part, les
colonnes de DEAE a base de silice contiennent un volume de 6,6 ml pour

1'analytique et 54,4 ml pour la préparative. Leur structure est aussi
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différente, en effet sur la Mono Q est greffé un groupement ammonium
quaternaire basique (QAE) alors que dans la DEAE c'est un groupement
amine tertiaire moiné basiqﬁe. Ces supports possédent une propriété
commune, celle d'@tre deé échangeurs cationiques.

Notre premiére intention était de vérifier que le protocole
était bien réalisable et éﬁrtout qu'il aboutissait & une purification.
La petite colonne Mono Q (1 ml) nous a servi pour cette partie de mise
au point. Ensuite, nous nous sommes assurés de la validité du
protocole sur les supports DEAE en utilisant d'abord la DEAE ana-
lytique, et au vue des résultats nous nous sommes intéressés 2
la DEAE préparative. Celle-ci a fait 1'objet d'une étude en deux
étapes, la premiére a consisté a injecter seulement du cytosol, et
la seconde est relative & 1l'injection d'un extrait du récepteur prépu-

(3

rifié par précipitation au sulfate de protamine.

1) Choix_de_la méthode a utiliser

Nous avons déja évoqué les raisons de notre choix, nous signalons
simplement que le fait d'@tre bien équipés en matériel HPLC ne nous

a pas fait hésiter pour suivre cette voie.

2) Principe_de_la méthode

Le principe du protocole que nous allons présenter a été proposé
et testé sur le plan analytique par M.Denis & Nantes. Il est basé
sur la propriété que posséde la DEAE sur gel conventionnel ou en
HPLC de pouvoir séparer en méme temps les deux formes du récepteur,
mais surtout de la possibilité qu'offre la DEAE en HPLC de réaliser
la transformation au cours de la procédure chromatographique, et
de permettre aux complexes transformés de rester fixés sur la matrice
pour €tre élués par la suite par un gradient de concentration en sel.
L'originalité de 1'idée, réside dans la différence de concen-
tration en sel nécessaire a 1'élution de chacune des deux formes du

s~

récepteur. En effet, le récepteur transformé est élué a faible force

ionique alors que le récepteur non transformé est élué a une concen-

tration en sel plus élevée. L'écart entre les deux concentrations est
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d'environ 100mEq. Il est suffisant pouxr qu'on puisse se placer 2 une
concentration en sel qui serait le milieu de cet intervalle.
Cette concentration est celle du tampon utilisé pour équilibrer
la colonne puis pour le lavage qui succédera a 1l'injection du
cytosol contenant le récepteur non transformé. Elle sera suffisamment
élevée pour éliminer les protéines de la zone d'élution du récepteur
transformé, mais pas assez pour décrocher la forme non transformde.
Une transformation au cours de la procédure chromatographique permettra
de produire la forme transformée du récepteur, et 1'établissement du
gradient permettra de récupérer 2 1'état pur, ou tout au moins
débarrassée des protéines qui sont susceptibles d'@tre éluées avec
le récepteur transformé et qui normalement, ont été éliminées
précedement,

Pour illustrer cette technique, nous avons reporté sur la
figure 21.le profil schématique avec les différentes étapes. Nous
distinguons ainsi trois zones correspondant chacune 3 une étape. La
signification de chacune d'entre elles est indiquée dans 1a légende.
L'efficacité de cette technique peut &tre mieux expliquée en analysant
1'influence de chaque étape au niveau de 1'élution. Ainsi, sur la
figure 22.n0us avons représenté i titre comparatif trois profils
d'élution qui seraient obtenus si on soumettait 1'échantillon présent
sur la colonne a une analyse par échange d'ions et ceci & chacune des
étapes de la figure 21, Si les fractions de 1'effluent recueillies aprés
le lavage de la zone A sont injectées dans une colonne DEAE et soumises
immédiatement aux conditions d'élution, nous obtiendrons le premier
profil ol toutes les protéines sont éluées & une concentration inférieure
a celle choisie pour le premier lavage. Si au moment ol le premier
lavage est terminé on démarre le gradient cela donmnerait le deuxiéme
profil ol normalement le récepteur est encore élué avec les autres
protéines qui n'ont pas été décrochées lors du premier lavage.

La transformation modifie les conditions d'élution du récepteuf
dont la force ionique d'élution se retrouve diminuée, ce qui
1'améne a @tre élué dans une zone ol normalement il ne reste

aucune protéine & éluer (32me profil).
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FRACTIONS

Figure 21 - Principe du protocole de la purification par échangh

d'ions en HPLC.

Zone A : lavage avec le tampon de force ionique intermédiaire (Cm)
entre celle nécessaire & 1'élution du récepteur transformé (RT),
et celle qui correspond a 1'élution du récepteur non
transformé (RNT).
Zone B : lavage avec le tampon a faible force ionique ne contenant
pas de molybdate. C'est 1'étape de 1'élimination de celui-ci
et aussi de la transformation.
Zone C : Gradient de concentration en sel.
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échanges d'ions et ceci a chacune des étapes de la figure
21.(RT{Récepteur Transformé).(RNT: Récepteur non transformé.
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3) Purification du récepteur transformé

Résultats et discussion

3.1 ~ Source du récepteur

Nous avons commencé notre étude expérimentale par l'appli-
cation du protocole qui vient d'Etre exposé, et au vu des résultats
nous avons essayé d'optiﬁiser les conditions du lavage, de la
transformation et de 1'élution. La source de récepteur utilisé 2
cet effet était soit le cytosol, soit 1'extrait du sulfate de
protamine. Dans les essais de mise au point du protocole réalisés
sur toutes les colonnes, Mono Q, DEAE analytique et préparative,
nous n'avons utilisé que du cytosol, puis pour augmenter le rendement
de la purification sur la DEAE préparative, nous avons eu recours a
l'extrait du récepteur précipité au sulfate de protamine. Il s'agit
d'une fraction cytosolique qui a subi une double précipitation, par
les sulfates de streptomycine, puis de protamine. La derniere précipi-
tation nécessite 1'emploi d'un tampon de forte force ionique pour
resolubiliser le récepteur des glucocorticoides. Cette technique
permet d'avoir un taux de purification moyen compris entre 8 et 10 fois.
Si depuis sa mise au point (Govindan ef af. 1978) elle a été tréé
peu utilisée pour purifier le récepteur transformé, c'est 2 cause de
la concentration élevée en sel du tampon de redissolution 320 mEqf

alors que le récepteur transformé est décroché des colonnes échangeuses
d'ions & 180-220 mEq) et aussi de la présence du molybdate qui inhibe
d'une maniére efficace la transformation. S'agissant de ce dernier
point, notre protocole s'en accommode trés bien puisqu'il 1'élimine
aprés 1'étape de lavage.

Par contre, le probléme de la force ionique était plus sérieux, il
s'agissait en effet d'abaisser la concentration en sel, Pour cela

nous avioné le choix entre une dialyée 3 1'équilibre et une dilution
de 1'extrait. C'eét cette derniére solution qui a été retenue car elle
est plus simple et plué'rapide. Seulement, celle-ci ne pouvait &tre
envisagée directement éﬁr'l'extrait car cela provoquerait la préci-
pitation immédiate dﬁ sulfate de protamine. Ce probléme pouvait &tre
résolu en utilisant deux méthodes. La premiére proposée par

Govindan consiste a incuber en batch 1'extrait avec de la CM-sephadex

pendant 2 3 3 minutes. Le filtrat est récupéré puis dilué. La
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seconde prévoit 1'élimination du sulfate de protamine par une
filtration rapide sur une colonne de gel filtration ACA 202 (Pharmacia)
équilibrée dans un tampon phosphate (320 mEq). L'extrait filtré est
ensuite dilué au 3/5 avec un tampon phosphate 20 mEq. Nous avons
adopté cette méthode & cause de son usage courant au laboratoire.

Pour diminuer le volume & ajouter pour diluer, nous avons diminué 1la
force ionique du tampon qui sert & équilibrer la colonne de gel
filtration 3 environ 260 mEq. L'extrait dilué obtenu est i une
concentration en sel de 180-200 mEq. Celle-ci est nettement en dessous
de la force ionique nécessaire & 1'élution du récepteur non transformé,

ce qui permet de l'utiliser pour notre protocole.
3.2 - Injection

Une des qualités principales des systémes d'injection en HPLC
est la reproductibilité de 1'injection. C'est pourquoi 1'appareil
utilisé a cet effet est trés sophistiqué et ne permet généralement
~d'injecter que des petits volumes. En effet les vannes conductrices
des solutions & 1'intérieur de l'injecteur, sont trés étroites, et
ne permettent la circulation que de petits volumes de solutions
limpides ne contenant pas de précipité. A cet égard, il est nécessaire
de filtrer les solutions sur des filtres 0,22 i 0,45y avant de les
injecter et ceci pour éviter le colmatage de 1l'injecteur.

L'injecteur que nous avons utilisé est du type U6K de Waters,
avec une boucle de 2 ml. Cependant, son application a 1'injection du
cytosol et:de 1'extrait du. récepteur précipité au sulfate de protamine
a posé'de sérieux problémes, surtout pour des volumes relativement
élevés,

§ Cytosol

Le cytosol,surnageant d'ultracentrifugation est trés hétérogéne
et sa teneur en ﬁrotéines est relativement élevée (25~30 mg/ml). Le
volume maximum qu'on peut injecter varie selon la colonne utilisée.
Ainsi, pour la Mono Q il est de 1 ml. Pour la DEAE analytique il est
de 1,5-2 ml et enfin, il est de 6 & 7 ml pour la DEAE préparative.

En effet, ces volumes correspondent a la capacité de charge maximum
en protéines des colonnes. Avant de procéder a l'injection, nous
prenions soin de hettre en haﬁt‘des colonnes des filtres de 0, 50 um
qui assuraient la protection.deé colonnes et ceci a cause de la

fragilité de celles-ci.




71

D'autre part, nous prenions garde d'utiliser des cytosols
limpides, cela afin d'éviter le colmatage du systéﬁe d'injection.
Cette précaution s'est avérée insuffisante pour éviter les problémes
d'injection. En effet, dés qu'on voulait injecter plus de 1 ml de
cytosol (DEAE analytiqﬁe); c'était l'injecteur qui se colmatait ou
bien le filtre qui se bouchait. Cela nous obligeait a changer 1les

filtres et parfois de démonter l'injecteur pour le déboucher au cours
P _ i P

de la manipulation. Nous avons cherché a résoudre ce probléme en filtrant

-

le cytosol sur des filtres Milex 0,22 um, mais cette solution a été
rapidement abandonnée car on perdait la moitié de 1l'activité de
liaison du récepteur.

Dans les meilleures expériences, nous sommes arrivés 2 injecter
3 ml dans la DEAE préparative et nous étions donc loin de la capacité
maximum de la colonne.

A partir de ce moment il fallait chercher un autre moyen
pour exploiter toute la capacité de la colonne. Pour cela nous avons
choisi d'utiliser 1'extrait du récepteur précipité au sulfate de
protamine qu'on filtrait et diluait avant de l'injecter dans la

colonne.
§ Extrait du sulfate de protamine

Le taux de protéine a ce stade est d'environ 4-5 mg/ml, donc
nous avions la possibilité d'injecter 35 ml. Cependant le probléme de
1'injection était toujours posé, mais 3 un degré moindre car
on arrivait & injecter plus de volume par rapport au cytosol. L
encore les filtres se bouchaient rapidement, et vu le volume qu'il
fallait injecter on était obligé de changer de filtre tous les 2 ml
injectés. Le probléme était plus sérieux pour 1l'injecteur puisque le
risque d'abimer les valves qui se trouvent au bout de la vanne
d'injection était important et ceci & cause du démontage répété de
1'appareil. C'est pourquoi, nous nous sommes rendus a 1'évidence
qu'il fallait utiliser une boucle en plastique en dehors de 1'injec-
teur et qui serait placée entre celui-ci et la colonne. Dans un
premier temps, nous avons gardé le filtre en précolonne, malheureu-
sement, pour injecter les 12,5 ﬁl de la boucle, il fallait le changer

3 244 fois et nous avions décidé de 1'enlever car cela provoquait
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en plus 1'éclatement de la boucle par augmentation de la pression
en amont du filtre., Nous avons donc adopté ce systéme d'injection
qui permettait d'injecter 2 un débit de 3 ml/minute sans difficultés,
Cependant, nous somﬁes reétéé trés vigilants dans la surveillance de
1'augmentation de la preésion et nous avons constaté qu'apres les
lavages de régénération de la colonne la pression redevenait normale.
En effet, celle-ci se éitﬁait vers 150 psi aprés 1'équilibrage de 1la

colonne puis atteignait 250 psi & la fin de 1l'injection.

3.3. Détermination de la force ionique de lavage

Nous avons commencé cette étude par la détermination des
concentrations en sel correspondant & 1'élution des deux formes du-
récepteur, Pour cela, du cytosol préparé en absence de molybdate,
est partiellement transformé, puis injecté dans les colonnes. Aprés
lavage avec un tampon phosphate de faible force ionique, pour enlever
le stéroide libre, on effectue 1'élution par un gradient de concen-
tration en NaCl (80 mEq — 580 mEq). Pour la colonne Mono Q, la
forme transformée du récepteur est éluée & 220 mEq et la forme non
transformée a 380mEq. Alors que pour les colonnes de DEAE, le récepteur
transformé est élué a 190 mEqet le non transformé a 290mEq(Figure23lNous
remarquons d'une part que la force ionique nécessaire a 1'élution
des 2 formes du récepteur est sensiblement plus élevée dans la
colonne Mono Q. Cela est probablement di a la nature plus basique
de celle-ci. D'autre part, la différence entre les forces ioniques
correspondant a 1'élution des deux formes du récepteur est plus grande
dans la Mono Q. A priori, la colonne Mono Q semble @tre un meilleur
candidat pour l'application de notre protocole a la purification du
récepteur transformé, mais en pratique deux facteurs essentiels sont
pris en considération, le premier est d'ordre quantitatif. En effet nous
disposons dans le commerce de colonne DEAE préparative ayént un volume de
54,4 ml et une capacité beaucoup plus grande que la colonne Mono Q
préparative qui n'existe qu'en volume de20ml. Le deuxiéme facteur
est d'ordre économique, en effet les colonnes Mono Q de Pharmacia

reviennent plus cher que les colonnes DEAE de LKB.
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3.4. Importance des lavages

L'étape de lavage est chargée d'éliminer du gel toutes les
protéines non spécifiques sans pour autant toucher aux complexes
hormone-récepteuyr adsorbés sﬁr le gel. Elle doit &tre a la fois
efficace et douce. Cette étape est réalisée grace & la force ionique.
Il est évident que ce sont des conditions non spécifiques et qu'a
partir d'une certaine concentration, méme les complexes hormone-
récepteur seront éliminés au méme titre que les autres protéines.

L'étape de lavage avec la force ionique est la plus importante
de notre protocole, car c'dst elle qui conditionne le degré du taux
de purification et du rendement final de la préparation du récepteur. Nous
avons essayé de trouver A chaque fois les conditions optimales du
lavage en procédant d'une maniére empirique, & savoir une augmentation
progressive et mesurée de la concentration en sel concomitante 2

une augmentation aussi bien mesurée du temps de lavage.
3.4.1. Colonne Mono Q

Le lavage a 0°C & une concentration en NaCl de 310 mEq pendant
30 minutes avec un débit de 0,4 ml/min a donné le meilleur rendement
avec un taux de purification acceptable. Un lavage plus long se fait au

détriment du rendement.
3.4.2. Cokonne DEAE analytique

Notre but était ici de déterminer les grandes lignes du
protocole nous réservant ainsi de 1'améliorer avec la colonne
DEAE préparative. Nous avons établi qu'ad partir d'un lavage & 0°C
et a 230 mEq pendant 30 3 35 minutes avec un débit de 0,5 ml/minute

nous avions déja une préparation purifiéde.

3.4.3. Colonne DEAE préparative i
- Extrait de cytosol

Dans un premier temps nous avons trouvé que si la force
ionique d'équilibrage était plus faible, c'est—a~dire égale & 180 mEq,
et que le lavage se faisait 3 235 mEq aprés injection, cela avait
pour conséquence d'augheﬁter le rendement jusqu'a 60 7, seulement le

taux de purification était plus faible, il se situait vers 100 fois.
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C'est en augmentant la force ionique et le temps de lavage a 250 mEq
pendant 40-45 minutes que nous avions eu un taux de purification

moyen de 270 fois et que nous n'arrivions plus a dépasser. Cela a

été réalisé au détriment du rendement puisque ce dernier est passé 2
40 Z. Cela illustre claireﬁent la difficulté que pose l'amélioration
de la purification, car en effet on ne peut pas prévoir a 1l'avance
qu'un tel changement de paraﬁétre aura obligatoirement un résultat
positif. Ce sont 1a plusieurs paramétres qui interférent et on ne peut
pas changer l'un sans tenir compte de 1l'autre. I1 faut chercher conti-

nuellement le compromis.

- Extralt du nécepteur précipité au
sulfate de protamine

Les lavages qui ont donné les meilleurs résultats ont été
réalisés a 250 mEq pendant 40 minutes avec un débit de 3,5 ml/minute.
Nous avons noté une 1légére amélioration lorsque pour passer de la |
force ionique d'équilibrage (180 mEq) a celle du lavage (250 mEq)
nous établissions un gradient de 4 minutes. Cela est encore plus net
quand on établit un autre gradient de 7 minutes pour revenir au tampon

phosphate 80 mEq.

3.5. Transformation des complexes hormone-récepteur

Les complexes hormone-récepteur subissent la transformation
a 1'intérieur des colonnes et ceci dans un bain-marie & 25°C. Cette
étape ne peut avoir lieu que si la force ionique a 1l'intérieur de la
colonne est inférieure i celle nécessaire & 1'élution du récepteur
transformé. Or, pendant le premier lavage, la concentration en sel
dans le tampon phosphate est comprise entre 230 et 300 mEq, donc
supérieure 3 la norme qui vient d'8tre située. Un deuxiéme lavage
avec un tampon phosphate 80mEq permet a la fois d'abaisser la force
ionique et d'éliminer le molybdate, et ouvre ainsi la voie pour la
transformation. Le protocole, tel qu'il nous a été communiqué par

P. Lustenberger prévoyait que la transformation devrait avoir lieu
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juste aprés la fin du premier lavage avec le tampon phosphate 230-
300 mEq, et denc au moment du début du lavage avec le tampon phosphate
80 mEq. C'est-a-dire qu'au fur et a mesure que le molybdate s'élimine

et la force ionique s'abaisse, les complexes se transforment.

Au cours des premiers essais avec la colonne Mono Q, nous avons
procédé de cette facon et au vu du faible rendement obtenu, nous
nous sommes efforcés dans la mesure du possible d'éméliorer ce dernier.
A cet égard, nous avons établi que si le lavage avec le tampon
phosphate 80 mEq sans molybdate se fait 2 0°C pendant 10 minutes avec
un débit de 0,4 ml/min avant le début de la transformation par
immersion de la colonne dans un bain-marie a 25°C, le rendement de la
préparation finale était meilleur.

Nous avons repris ce méme protocole et nous 1l'avons appliqué
a la DEAE analytique. Seulement & 1'élution nous ne récupérions aucune
activité et nous avons pensé que celle-ci sortait probablement au cours de
1'étape de transformation ol il apparaisséit un pic qui n'existait pas
dans la colonne Mono Q. Dans un premier temps, nous avons estimé que
la force ionique du tampon du premier lavage (250 mEq) était un ﬁeu
élevée, c'est pourquoi nous l'avons diminuée a 230 mEq, mais ceci n'a
donné aucun résultat.

Ensuite nous avons diminué de 10 minutes le temps du premier
lavage avec le tampon 230 mEq, mais le résultat était toujours le
méme. Et enfin nous avons estimé que les 10 minutes du lavage avec
le tampon phosphate 80 mEq & 0°C étaient insuffisantes pour éliminer
tout le molybdate et aussi pour abaisser la force ionique sur toute
la colonne. Nous avons donc prolongé ce lavage (& 0°C) a 30 minutes,
et c'est seulement quand il arrivait & son terme que nous démarrions
la transformation. Ce temps a été déterminé par un contrdle soigneux
sur toutes les fractions de la force ionique au spectrophotomdtre
a emission de flamme, et du molybdate par 1'absorbance & 280 nm.

Ainsi nous avons pu établir que désormais la transformation
devrait avoir lieu & débit nul. Une explication 2 cela est que la

nature plus basique de la colonne Mono Q favorise bien plus la
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transformation que la colonne DEAE sur laquelle elle est beaucoup plus
lente.

Enfin, pour la colonne DEAE préparative, nous avons procédé de
la méme facon, et i notre grande satisfaction les résultats étaient
tout a fait intéressants et il ne restait qu'a optimiser les conditions
requises. D'autre part, nous avons constaté que 1'augmentation de
la durée de la transformation, et cela pour la compléter car il restait
toujours du récepteur non transformé, provoquait davantage la disso-
ciation des complexes hormone-récepteur. Cette dissociation se
manifestait par 1'augmentation du pic de l'hormone libre apparessant

en début d'élution (voir plus loin).

3.6. Elution des complexes hormone-récepteur transformé

3.6.1. Colonne Mono n

L'élution est effectuée par un gradient linéaire de concen-
tration des tampons phosphates 80 mEq—580 mEq, pendant une durée
de 45 minutes, sélectionnée sur le programmeur de gradient. En fait
la durée effective du gradient s'étale jusqu'a 60 minutes ainsi
qu'en témoigne le dosage du sodium et du potassium dans 1'effluent
de la colonne. Ce temps s'est avéré approprié a une séparation nette
des deux formes du récepteur. Donc la durée totale de la chromatographie,

injection comprise, est d'environ deux heures (figure 24).

3.6.2. Colonne DEAE analytique

Le récepteur sous forme transformée est élué par un gradient
entre les tampons phosphates 80 mEq et 580 mEq, et 1'on voit apparaltre
trois pics (figure 25 ). Le premier, qui sort dans le volume mort
de la colonne et qui n'existait pas & 1'élution de la colonne Mono Q
correspond & l'hormone libre, ainsi que le contrdle de fixation sur
la DNA-cellulose 1'a bien confirmé. Nous pensons qu'il s'agit d'une
dissociation des complexes hormone-récepteur qui intervient au cours
de la transformation. Le pic majeur avec un épaulement correspond au
récepteur transformé, et enfin le pic mineur xeprésente le récepteur
non transformé résiduel. La courbe des protéines présentée sur le

méme profil, suit une allure qui a été prévue par 1'étude théorique.
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Figure 24 - Purification du récepteur transformé par chromatographie d'échange d'ions sur Mono Q en HPLC.

Un aliquote (1 ml) de cytosol est chargé sur une colonne Mono Q (Pharmacia), équilibrée dans un tampon phosphate (310 mEq).
Le premier lavage dure 30 minutes 3 0°C (A). Il est suivi d'un lavage avec le tampon phosphate (80 mEq) pendant 40 minutes.
Pendant les 10 premiéres minutes (B), la colonne est maintenue 3 0°C, puis elle est placée dans un bain a 25°C (C). L'élution
est effectuée a l'aide d'un gradient linéaire entre les tampons phosphate 80 mEq et 580 mEq (D). Des fractions de 0,4 ml sont
collectées et 50 pl de chaque fraction sont analysés pour le dosage de la radioactivité. Le dosage des protéines est effectué

sur toutes les fractions. LE DEBIT ESTDE 0,4 ML/ MIN,
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Donc, dés qu'on atteint la concentration intermédiaire entre celles

nécessaires a 1'élution des 2 formes du récepteur, le pic des protéines

apparait.

3.6.3. Cotonne de DEAE préparative
Extrait de cytosol

Le profil d'élution est presque identique 2 celui de la DEAE
analytique en ce sens qu'on voit apparaitre un pic d'hormone libre,
un pic majeur a deux éoﬁmeté dont 1'un serait probablement 1'ampli-
fication de 1'épaulement observé dans la DEAE-analytique, et enfin
un pic mineur correspondant au récepteur non transformé (figure 26

Nous étions trés satisfaits de retrouver pratiquement les
mémes résultats que ceux que nous avions trouvés pour la DEAE
analytique. Ceci est trés intéressant en ce sens que cette étude
montre clairement qu'avant de s'engager dans 1'achat d'une colonne
DEAE préparative, il serait judicieux de faire les essais sur une
colonne DEAE analytique qui revient beaucoup moins cher , et c'est
seulement en voyant les résultats qu'il faudrait se décider.

Une autre constatation satisfaisante a été que le rendement
s'est révélé bien meilleur (40 %) sur la colonne préparative que sur
1'analytique, ce qui était plutdt une bonne surprise. En effet il y
avait 12 une amélioration d'un des deux facteurs les plus importants
dans la purification, celui du rendement, 1‘'autre étant le taux

de purification. Cette étude renforce 1'idée selon laquelle la

manipulation de trés faibles quantités de récepteur s'accompagne d'une

perte énorme, qui peut &tre limitée par le fractionnement de quantités

plus substantielles de cette protéine. C'est pourquoi, limités par la
charge maximale en protéines tolérée par la colonne, nous avons
cherché a augmenter la quantité de récepteur présente dans 1'achan-
tillon injecté en recourant 2 une étape de prépurification. Notre

choix s'est porté sur l'extrait du sulfate de protamine.

Extrait du nécepteun préeipité au sulfate

de protamine

Le profil d'élution établi par un gradient de tampon phosphate

180 mEq-580 mEq fait apparaitre trois pics, le premier est celui de



12 T T
RS ' : l
7 'Y |
2 ™ E 500 ;r
3 V4 g 2
3 // E ’ s
=4 3

Y & 4o 3

s s | 2

- +

4 :

@

n

hd

[«]

[- 9

/ SR -~ Ja00

L 100

- v T T v T

10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 120 130
FRACTIONS

écepteur transformé par chromatographie d'échange d'ioms sur DEAE préparative en HPLC.

- .
P&
Un aliquote ml) de cytosol est chargé sur une colonne de DEAE préparative 545 LKB, équilibrée dans le tampon
phosphate 180 mEq. Le premier lavage s'effectue avec le tampon phosphate 250 mEq pendant 40 minutes 2 0°c(a). Il
est suivi d'un lavage avec le tampon phosphate 80 mEq pendant 30 minutes & 0°C (B), puis la transformation a lieu
3 25°C pendant 30 minutes 3 débit nul. L'élution est effectuée & 1'aide d'un gradient linéaire entre les tampons 80
mEq et 580 mEq (C).Des fractions de 3,5 ml sont collectées et 150 ul de chaque fraction sont analysés pour le dosage
de la radioactivité. Le dosage des protéines est effectué sur le cytosol de départ et sur les fractions du pic du
récepteur transformé. LE DEBIT ESTDE 3,5 ML/MIN, .

Figure 26 - Purifica
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1'hormone libre. En effet, aucune rétention de la radioactivité de
cette fraction n'est observée‘sﬁr la colonne de DNA-cellulose; de
plus toute la radioactivité sort avec le stéroide libre aprés analyse
en gel-filtration sur' colonne HPLC TSK G3000 SW, et enfin, aucune
présence de protéine dans la région de migration du récepteur n'est
retrouvée en analyse par électrophorése en PAGE/SDS. Seul le pic
majeur correspond au réceptedr'transformé. Notre idée de démarrer le
gradient 2 la concentration d'élution du récepteur transformé (180mEq
au lieu de 80mEq) et donc d'effectuer une élution frontale s'est
avérée fructueuse., Ainsi, comme nous 1l'avions espéré cela a eu pour
résultat de concentrer le pic et donc de limiter son étalement. Ce
changement a été concomitant 3 une réduction dans le temps du gradient
a 37 miﬁutes au lieu de 45 minutes. Un seul inconvénient, mais qui est
loin d'&tre génant, est que par ce biais 1'hormone libre est moins bien
séparée des complexes hormone-récepteur, et sort sous forme d'un
épaulement (figure‘27‘\ ). La courbe des protéines suit une allure
qui concorde avec les prévisions théoriques et montre une augmentation
nette au delad de la région d'élution du récepteur transformé.
Uﬁe.compéraison des différents résultats obtenus a partir des
différentes colonne§ pour la purification du récepteur sous forme trans-
formée, est présentée dans les tableaux V, VIet VIL Nous n'avons
retenu a chaque fois que les expériences les plus significatives et les
plus importantes. Le tableau V montre la purification en une seule
étape du récepteur cytosolique et compare les différentes colonnes
utilisées. Les tableaux VLet ViImontrent la purification en deux étapes
de 1'extrait du récepteur précipité en sulfate de protamine et cela
" en utilisant deux volumes d'échantillon différents. Certaines consta-

tations s'imposent & la lecture de ces tableaux :

- les quélités de la colonne Mono Q apparaissent trés séduisantes,
forte rétention et meilleure séparation par rapport & la DEAE, mais-
nous ne croyons pas avoir fait un mauvais choix en optant pour cette
derniére, car en pratique les résultats sur le plan de la purification
sont¥simi1aires.

Le taux de purification de 70 fois que nous avons obtenu avec
la MonoQ est inférieur a celﬁi'atteint par M. Denié a2 Nantes (2000 i

3000 fois) sur la méme colonne. Cette différence est probablement due
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Activité de

Volume Pigzjizzs 3 jiaison Spéﬁ;;g;ﬁg Purification Rendement
-(ml) - (mg) [ gx ?ﬁ'g?tél ~ dpm mg™! . (taux) A
o dpm x10~6 ‘

Cytosol 45 1183,5 32,6 0,027 1 100
Sulfate T 86,9 20,2 0,230 8,5 62
Sulfate dessalé 18 77,4 16,0 0,206 7,6 49
et dilué
Purification 14 0,203 4,5 22,41 . 930 14
DEAE

TABLEAU VI- Purification en deux étapes du récepteur 2 glucocorticoldes transformé de foie de rat.

Le récepteur a été purifié a partir du cytosol de 3 foies de rat. Le rendement d'élution

'sur la DEAE préparative en HPLC est de 30 Z.

&
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Volume Protéines Activité de Activité Purification Rendement

(ml) totales liaison Spécifique 4
- (mg) [3Hq TA tgtal dpm mg™1 . (Taux)
. x10™ x10‘6 »
(dpm) - '
Cytosol 85 ' 2142 65 0,03 1T 100
Sulfate 21 176,4 42 0,242 8,1 65
Sulfate- dessalé i :
et dilué 35 157,4 33 0, 212 7 51
Purification . _
DEAE préparative 21 0,445 16 36,00 1200 24,3

TABLEAU VII- Purification en deux étapes du récepteur des glucocorticoides transformé

de foie de rat.

Le récepteur a été purifié & partir du cytosol de 6 foies de rat. Le rendement

2 1'élution sur la DEAE-préparative en HPLC est d'environ 50 %.
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3 1'inexactitude du dosage des protéines. En effet, les quantités
dosées au niveau du pic du récepteur transformé étaient trés faibles,
et souvent inférieures a 2 pg. Cette valeur se situe dans une zone
de calibration trés variable et elle est donc difficile & déterminer
avec exactitude. Cependant une faible variation de la quantité peut
entraTner une augmentation ou une diminution importante dans le
taux de purification.

La conséquence immédiate de 1'utilisation de la colonne DEAE
préparative était l'amélioration nette du rendement et aussi du
taux de purification. En effet, ce dernier a été multiplié par trois
par rapport & la DEAE analytique et la Mono Q. De méme, le rendement
a atteint 40 % alors que nous étions seulement 3 la moitié de la
capacité de la colonne du point de vue charge. Alors que pour la
DEAE analytique, méme si on était a la charge maximale le rendement

ne dépassait guére 30 Z%.

§ L'étape de dessalage de l'extrait du récepteur précipité au
sulfate de protamine, suivie de la dilution a eu pour résultat de
diminuer l'activité liée du récepteur et donc le rendement final

de la purification, mais son utilité reste indiscutable.

§ L'acquisition d'un taux de purification aussi intéressant
est a mettre au crédit de l'utilisation de 1l'extrait du récepteur

purifié au sulfate de protamine.

§ Le fait d'avoir résolu le probléme de l'injection et donc
de doubler le volume de l'extrait du récepteur précipité au
sulfate de protamine 3 injecter a eu pour résultat, a la fois

d'augmenter le rendement et le taux de purification.

§ La technique d'HPIEC nous a permis de purifier avec un
rendement acceptable des quantités significatives du récepteur ;
cette méthode est rapide, elle parait reproductible, et elle nous
a donné des satisfactions bien plus grandes que la DNA-cellulose.
C'est pourquoi elle nous parait une alternative trés appropriéde
a cette derniére méthode pour purifier le récepteur transformé.

Toutefois, il nous paraft intéressant de la compléter.
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En effet, le résultat que nous proposons ici est le fruit de

plusieurs expériences. Nous présumons qu'il est raisonnable et que

nous avons trouvé le compromis souhaitable. Nous estimons méme que

nous sommes a la limite du compromis, car d'autres changements
intervenant sur la durée et la concentration en sel du premier lavage

ou sur le temps de transformation nous ont fait basculer aux extrémités,
c'est a4 dire un taux de purification élevé et un trés faible rendement
. (tableau y11r)- A 1'évidence, il est illusoire d‘'espérer obtenir une
préparatibn hautement purifiée du récepteur sous forme transformée

aprés HPIEC. C'est pourquoi nous avons préféré nous orienter vers

la recherche d'une étape ultime & la purification. Dans un premier
temps, nous avons pensé a utiliser la DNA-cellulose, mais les résultats
obtenus avec celle-ci n'étaient pas encourageants. Pour cela une

autre alternative a été adoptée, elle concerne l'utilisation des
séquences synthétiques reconnaissant spécifiquement le récepteur et

qui seront couplées a un support de type agarose (voir plus loin).

Mais avant de procéder a cette ultime étape, il faudrait s'assurer
que le récepteur récupéré présente bien les propriétés qui caracté-

risent la forme transformée du récepteur.




8 8 bis

*PWIOJSUBI] dWIOF Snos 1na3ldadax np uotiedryrand ap

91020301d Np UOTIEIOT[PWE,P S2OUSTIPAXS XNE SIATIB[SI SUOTITPUO) : TIIA NEdiqel

E: |
¥4 0s le 08s ~ 081 0¢ oy - 0¢¢ 113
08l VA LE 08 -~ 08! o€ Sy 0se 113
44 8¢ LE 08¢ - 081 ot 0% 062 8l
S0l 0t e 08¢ - 081 0% oy 0sc 0l
971 K24 Lg 08¢ - 08!}° o€ S 062 ol
0ce ol sy 08¢ - 08 113 0s 09¢ 8
00% 9 Sy 08s - 08 o€ SS 06¢ Y
bgu 1w
X uor} % ud utm uTm e uot - wwwwﬂ us adeae] ua 309lut
~-ed2131and FUPWIPUAL 4y juaipead bgu -BWIOJSUBRI) lotwaad aaTwexd np 93ezIns
?p xneg np 93anQg| ue jusIpein| BT 9p 9vIng np Iaang T:an..n aox0g np swnjop




L

89

4) Caractérisation du récepteur transformé purifié.

Le but de cette étude est de déterminer les paramétres
moléculaireset ioniques du récepteur purifié sous forme transformée.
Nous avons pris soin d'appliquer les mémes protocoles expérimentaux
qui ont été mis en oeuvre pour caractériser le récepteur cytosolique

dans notre laboratoire.

4.1) Electrophorése sur gel polyacrylamide en
présence de SDS. ( PAGE/SDS ).

Cette technique permet d'évaluer la pureté d'une prépara-
tion de protéines purifides et le poids moléculaire de ses constituants.
Elle a été réalisée sur le matériel purifié récupéré apés 1'HPIEC.

Le gel est coloré par la méthode au nitrate d'argent.

Sur les préparations prélevées en début du pic , nous decelons
la présence d'une seule bande,de poids moléculaire apparent 90K,
figure 28 .

Avec des préparations situées au sommet ou en aval du pic on détectec

- en plus de la bande J0K d'autres bandes de poids moléculaire 72K,60K,

et 25K. figure 29.
Les études de caractérisation sur du récepteur hautement purifié
sous ses deux formes menées par plusieurs auteurs (Wrange et al.,
1972 et 1984, Govindan et Gronemeyer 1984, Idziorek 1985, Lustenberger
1986) .ont clairement montré la présence d'une bande majeure 90KD en
PAGE/SDS. Cette bande a été assimilée au monomere du récepteur des
glucocorticoides décrit par Sherman et Stevens (1984), Vedeckis et al.,
1984, Silva et Cidlowski (1985). Les techniques utilisant le marquage
covalent d'affinité (Simons et Thompson 1981 ; Eisen et al., 19871,
Govindan et Gronemeyer 1984) ou le marquage par photoaffinité
(Dellweg et al., 1982, Nordeen et al., 198 , Wrange et al., 1984,
Govindan et Gronemeyer, 1984) ainsi que les techniques de révélation
immunologique par des anticorps polyclonaux (Eisen et Glinsman 1978,
Okret et af., 1981) ou monoclonaux (Gamatchu et Harrisson 1984,
Westphal et Beato 1980) ont toutes montré que ce monomére était bien
1'unité de liaison au stéroide du récepteur des glucocorticoides. Cette
unité est probablement le constituant majeur de la bande 90 KD.

Noé rééﬁltaté éemblent donc en accord avec ceux qui ont été

évoqués plﬁs'haut; Cependant les bandes qui existent en plus de la
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Figure 28: Analyse dfune fraction choisie au début du pic du récepteur
transformé élué de la colonne DEAE préparative en HPLC,
par électrophorése en PAGE/SDS,dans un gradient linéaire
d'acrylamide 5 - 20 7% .
A : Témoins 6T Pharmacia .

: Eluat du récepteur transformé .

=

: Témoins 6T Pharmacia .

: Témoins BIO-RAD . !

o G




91

.
- .
. r
BH % ¢
B Op
% °
o ° Q
N
H °° L3 ° Y
[
B
? ° ? ) v
° 20 °
7 o a0 ° o
o ° o

97KD»- " .. «497KD

i ;3 >
66KD>-. @ o 466KD
2 e |

Figure 29; Analyse du pic du récepteur transformé obtenu a 1'élution
de 1a colonne DEAE préparative ,par électrophorése sur
gel polyacrylamide en milieu SDS dans l'acrylamide 7,5%.
A : Témoins BIO-RAD .
B'’: Eluat du récepteur transformé.

C:: Témoins 6T Pharmacia .
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bande 90 KD dans la figure 29 peuvent correspondre soit 2 des protéines
contaminantes, soit a des .éléments de protéolyse du récepteur, La
premiére hypothése parait plus'plauéible, puiSqﬁe le dosage des
protéines donne une qﬁantité bien supérieure a celle qu'on aurait eu
dans 1le cas ot éeﬁle la protéine réceptrice aurait été présente dans
la préparation. Toutefois, la seconde hypothése ne peut pas non plus
etre écartée pﬁisque le groupe de Gustafsson (Wrange et al., 1984)
avait déja rapporté la présence de deux bandes mineures 7% KD et 72 KD.
4 coté de la bande majeure 90 KD. Les études de protéolyse partielle
du récepteur transformé (Chapitfe sur la structure du récepteur
transformé) ont cependant mis en évidence de nombreux fragments de
poids moléculaires trés variables compris entre 30 KD et 70 KD, mais
cette éventualité n'est envisageable que dans le cas ol les inhibiteurs
de protéases sont absents.

Notre préparation est pure dans un état de 7 a 10 7 d'homogénéité.
Nous remarquons que dans tous les cas de figure qui viennent d'@tre
envisagés, ce chiffre est probablement sous-estimé, et ceci a cause
du fait que le dosage des protéines est surestimé.

Pour conclure a 1'identité de la bande 90 KD comme étant celle
correspondant au monomére du récepteur des glucocorticoides, une
révélation immunologique & 1l'aide d'un anticorps dirigé contre cette

sous—unité a été utilisée.

4.2) Electrotransfert sur papier de nitrocellulose
(Western-blot).

Pour révéler le récepteur purifié nous avons utilisé 1'anticorps
monoclonal de Westphal et Beato 1981. A priori c'est un bon outil
dirigé contre le récepteur transformé et qui permet de ne laisser aucun
doute sur 1'identité de celui-ci.

Cependant, s'il a révélé une bande 90 KD qui corresPond
probablement au récepteur transformé, 3 notre grande surprise il a
aussi révélé deux autres bandes. Un autre fait encore plus surprenant
est que 1'intenéité de la plus légére d'entre elles est plus forte que
la bande 90K , révélant le récepteur transformé (figure 30). C'est
un résultat qﬁi'eét difficile a expliquer. Cependant, nous nous sommes

] .

attachés & vérifier la spécificité de cet anticorps.
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97 KD »

66 KD»

45KD»

30KD»

Figure 30 : Western Blot de 1'éluat obtenu a partir de la DEAE
préparative en HPLC .
Le PAGE/SDS est réalisé avec l'acrylamide 7,5%.
La révelation est effectuée par l'anticorps monoclonal
de Beato dirigé contre le récepteur transformé .
A : Témoins 6T Pharmacia .
B : Eluat du récepteur transformé .

C : Témoins 6T Pharmacia.
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D'une part, il a révélé une bande 90K unique, d'un éluat hautement
purifié du récepteﬁr'non transformé (figure 31). Nous en avons conclu
qu'il reconnaiséait bien la éous-unité liante de cette forme du
récepteur et qﬁe l'abéence d'autres bandes avec cette forme du récep-
teur montre que leur apparition avec le récepteur transformé
serait peut &tre liée i une dégradation de celui-ci.

D'autre part, les essais de révélation réalisés par P.Lefebvfe
avec le m@me anticorps visant 4 identifier les deux formes du récepteur
8 et 5 nm, ont conclu au caractére peu spécifique de cet anticerps.

La source du cytosol qu'il a utilisée était le cytosol de
thymus de rat marqué a l'acétonide de triamcinolone (3H TA). Le
cytosol de départ n'ayant pas subi de transformation a été injecté
dans une colonne de gel-filtration en HPLC TSK G3000 SW. Des aliquotes
choisis aux endroits d'élution des deux formes du récepteur ont été
révélés avec 1l'anticorps monoclonal de Beato dirigé contre la sous-
unité liante du récepteur transformé. Nous remarquons que dans le
couloir b, aucune bande n'a été révélée dans la région de la sous-
unité liante 90K, ce qui est normal puisque le récepteur n'a pas subi
de transformation auparavant. Par contre, dans le couloir c, on déceéle
la présence d'une bande 90K, mais en plus de celle-ci, d'autres bandes
ont été révélées (figure 32). Parmi celles-ci on retrouve celles que
nous avons eues dans notre Western-blot du récepteur transformé
purifié.

Les couloirs e et f correspondent aux fractions éluées de 1la
gel-filtration en HPLC du cytosol qui a subi la transformation avant
1'injection. Les résultats montrent 1'apparition de la bande 90K au
niveau de la fraction du récepteur 5 nm (e) et la disparition de celle-
ci dans la fraction du récepteur 8 nm (f), ce qui indique bien que
le récepteur a été transformé. Le couloir d correspond & une fraction
du cytosol de départ.

L'apparition de plusieurs bandes a la révélation de tous ces
Western-blot ne permet pas de trancher entre 1'hypothése d'une
hydrolyse partielle ou une autre ol il s'agirait de bandes artefac-

tuelles, Cependant, la premiére hypothése parait plus probable,
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Western Blot de 1'éluat du récepteur hautement purifié
sous forme non transformée .

La révelation est effectuée 2 1'aide de 1'anticorps
monoclonal de Beato dirigé contre la sous-unité liante du
récepteur transformé .

a,e et £ : Témoins 6T Pharmacia.

b : Eluat du récepteur purifié non transformé , révelé

a 1'Amidoschwarz. )

c et d : Eluats du récepteur purifié sous forme non
transformée , révelés a'l'anticorps monoclonal

de Beato dirigé contre la sous unité liante 90K.
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Figure 32 : Western blot ; Identification des deux formes du

récepteur des glucocorticoides 8 et 5 nm, aprés gel

filtration en HPLC. |

La révelation est réalisée par 1l'anticorps monoclonal

de Beato dirigé contre la sous unité liante du récepteur

transformé .

La source du recepteur est le cytosol de thymus de rat

Le cytosol est marqué é 1' Acetonlde de Tr1amc1nolone ( H TA).

a : Témoins 6T Pharmacia .

b : Fraction correspondant & 1'endroit d'élution du
récepteur transformé, (5 nm). |

. )
Fraction du pic du récepteur non transformé.

d : Fraction du cytosol de départ marqué a la 3H TA.
e et f : Fractions du cytosol récupérées aprés gel
filtration en HPLC , correspondant réspective-

ment aux formes 5 et 8 nm .
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puisque 3 Nantes, P, Lﬁstenberger nous a signalé 1'existence de
fragments de protéolyse qui serait le résultat de 1'action d'un enzyme
qui serait copurifié avec le récepteur.

‘Le fait que 1'anticorps monoclonal de Beato reconnaisse ces
bandes autorise 2 penser que cet auteur, lui aussi aurait purifié
la méme activité enzymatique, ou une autre ayant une action similaire,
et qui serait reéponsable de l'apparition de ces fragments.

Nous en concluons que cet anticorps n'est pas 1l'outil idéal
pour caractériser la forme transformée du récepteur, et qu'il s'agit 1a
d'un lot de qualité moyenne. Néanmoins, il nous a permis d'identifier
le fragment correspondant a la bande 90K, et qui a été probablement
aussi purifié par Beato.

Nous avons par ailleurs utilisé un autre anticorps monoclonal
dirigé contre la sous-unité non liante (Toft). Celle~ci ne fait partie
que du récepteur non transformé. Le récepteur transformé étant un
monomére qui est composé essentiellement de la sous-unité liante.
Ainsi, deux aliquotes prélevés chacun dans les pics élués de la DEAE-
préparative, correspondant respectivement au récepteur transformé et
non transformé ont été testés avec cet anticorps. Les résultats obtenus
montrent 1l'existence d'une bande unique de forte intensité, dans le
cas du récepteur non transformé, celle-ci correspond probablement
a la sous-unité non liante (figure 33).

A 1'encontre, l'aliquote du récepteur transformé ne montre
qu'une trés faible bande 90K, & la limite de la détectabilité. Cela
montre clairement que la forme du récepteur transformé que nous avons

purifié ne contient pratiquement pas de sous-unité non liante.

4.3. Gradient de sucrose = mesure du coefficient de

sédimentation
b}

Des aliquotes du pic radioactif élué aprés chromatographie sur
DEAE préparative sur HPLC sont déposés sur un gradient de sucrose 5-
20 7 dans du tampon phosphate 160 mM, contenant du molybdate 10 mM et
du%-mercaptoéthanol 20 mM. Les tubes sont mis a centrifuger pendant
17 heures a 0°C. Le coﬁplexe hormone-récepteur purifié sous forme

transformée sédimente a 3,85 (figure 34). Le coefficient de sédimen-
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Figure 33 : Western Blot réalisé sur deux aliquotes prélevis o
1'élution de la DEAE préparative en HPLC ; 1'un situd
au sommet du pic du récepteur non transformé ot 1'autr.

au niveau du pic du récepteur transformé purifid.

La révelation est effectuée a l'aide de l'anticorps mono-

13

clonal de Toft dirigé contre la sous-unité non liante 90K.
Celle-ci ne fait partie que du récepteur non transformé.

a : Témoins 6T Pharmacia ..

}non transformé .

’

c,d et e : Fractions contenant des quantitds croissant.s

b : Fraction du récepteur

du récepteur transformé .

f : Témoins BIO-RAD.
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Figure 34

- Centrifugation en gradient de sucrose du récepteur
purifié sous forme transformée.

Des aliquotes de 200 pl sont déposées au sommet d'un
gradient linéaire de sucrose (5-20 %). Aprés 17 heures
de centrifugation & 55000 rpm, des fractions de 120 pl ,
sont collectées par la base des tubes, puis comptées

en radioactivité. !

Les protéines standard utilisées sont 1'aldolase (7,8 S.)
et la sérumalbumine (4,3 S ).




100

tation du récepteur transformé 3,5 + 0,2 varie en fonction de la
force ionique du fa@pon (Wrange et al., 1979), La valeur que nous
avoné troﬁvée concorde avec celles établies par d'autres groupes
(Climent et al. 1976, Westphal ot af. 1980, Atger et al. 1976, Eisen
et al. 1975, Grandics et al. 1984). Tous ces auteurs indiquent une
valeur de 4S. Le récepteur cytosolique sédimente a une valeur équiva-

lente. Le rendement obtenu est de 65 %.

4.4, Gel-filtration en HPLC ~ mesure du rayon de Stokes

Le rayon de Stokes est déterminé par chromatographie sur la
colonne de TSK G3000 SW équilibrée dans le tampon phosphate 160 mM
(figure 35). La valeur que nous avons trouvée pour le complexe
hormone-récepteur purifié sous forme transformée a été calculée selon
la formule :

1/3 + b

RS = ‘a(Kd)

Ve - Vo

— Kd : coefficient de distribution
vt - Vo

avec Kd =
Vt : volume total de la colonne
V : volume exclu
V : volume d'élution pour une

protéine donnée.

Les standards employés pour la courbe de calibration sont la
thyroglobuline (Rs = 8,5 nm), la ferritine (6,1 nm), la catalase
(5,2 nm), et 1'aldolase (4,8 nm).

Les premiers essais effectués sur des préparations prélevées juste
aprés leur élution et sans addition de sérumalbumine ont échoué. Méme
en présence de celle-ci, ajoutée & une concentration finale de 1 mg/ml
le résultat n'était guére meilleur.

Nous avons estimé que la colonne utilisée était responsable de
cet échec puisqu'elle ne présentait plus les qualités et les propriétés
requises pour une bonne séparation. En effet, sur les colonnes de

gel-filtration en HPLC (TSK G3000 SW), nous travaillons dans une zone

de pH limite (7,4) autorisée par le fabricant, mais il se trouve que c'est

celle-ci qui assure la stabilité du récepteur. Donc, & partir d'un

certain nombre d'injections, les gels qui sont 3 base de silice se
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Figure 35 - Détermination du rayon de Stokes du récepteur purifié

200 pl de 1'éluat de chromatographie de DEAE préparative en

HPLC sont déposés 'sur la colonne TSK G3000SW équilibrée dans le
tampon phosphate 160 mM contenant du molybdate et du mercapto-
éthanol. 100 pul de chaque fraction sont comptés en radioactivité.

Vo et Vi représentent respectivement le volume exclu et le volume
total de la colonne. La calibration est obtenue en utilisant comme
standard :

THY : Thyroglobuline (8,5 nm), FER : Ferritine (6,1 nm),

CAT : Catalase (5,2 nm), ALD : Aldolase (4,8 nm). )

La figure en insert représente la courbe étalon obtenue 2

partir de ces valeurs.
Un rayon de Stokes de 5,6 nm est obtenu pour le récepteur purifié.
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détériorent et perdent leur inertie. Pour des préparations purifiées
cela provoque la dissociation des complexes hormone-récepteur car

les conditions de dilution sont plus‘importantes. C'eét pourquoi

nous avons meéuré le rayon de Stokes sur une colonne neuve et 1'échan-
tillon a été suppléhenté‘avec de la sérumalbumine, Le profil obtenu
contient en plﬁé"du pic majeur transformé un pic mineur. Ce dernier
correépondrait soit 3 un produit de protéolyse du récepteur, soit a

la sérumalbumine qﬁi aurait fixé 1'hormone.

La valeur du récepteur transformé que nous avons établie se
rapprochait de celle décrite par Sablonniére et af. 1986 sur gel
filtration en HPLC (5 nm) et aussi par Wrange et al. 1979 sur gel-
filtration conventionnelle (6 mm). L'écart qu'on pourrait rencontrer
dans la littérature est essentiellement di au fait que le rayon de
Stokes est déterminé a partir de techniques différentes, gel-filtration
conventionnelle (la plus utilisée) ou HPLC (plus rarement utilisée
mais dont 1'emploi se généralise).

Le rendement obtenu est de 23 Z.
4.5, DNA-cellulose : identification du matériel purifié

200 pl de 1'éluat prélevés sur les fractions du récepteur
transformé obtenues aprés la DEAE-préparative, sont dilués avec
100 pl de tampon phosphate 10 mM contenant du molybdate, du -mercapto-
éthanol et du glycérol, et sont déposés sur une colonne de DNA-cellulose
(3 ml1) équilibrée en tampon phosphate 10 mM. Le temps de contact de
1'échantillon avec la DNA-cellulose sur la colonne est limité a
15 minutes pour éviter une éventuelle dégradation du récepteur
purifié. Le lavage avec le tampon phosphate 10 mM élimine 1'hormone
libre et les protéines a faible affinité pour la DNA-cellulose.
L'élution s'effectue avec le tampon phosphate 10 mM contenant du
KC1 0,5 M. Le taux de rétention sur la DNA-cellulose est de 25 7%
(figure 36) ; nous ne sommes jamais arrivés & améliorer ce rendement
et cela, méme en supplémentant 1'échantillon avec de la sérumalbumine
4 une concentration finale de 1 mg/ml, et méme en réincubant a
1'élution avec l'hormone radioactive. Une explication est que
1'instabilité du récepteur a la sortie de la colonne est accentuée

par la dilution que nous réalisons pour abaisser la force ionique
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Figure 36 - Caractérisation du récepteur purifié sur une

colonne de DNA-cellulose

200 pl de 1'éluat du récepteur purifié sont dilués avec
100 pl du tampon phosphate 20 mEq, puis déposés sur 3 ml
de DNA-cellulose équilibrée dans le m@me tampon. Aprés
"incubation pendant 15 minutes, un lavage avec le tampon
phosphate 10 mM permet d'éliminer 1'hormone libre.
L'élution est effectuée ensuite avec un tampon phosphate
10 mM contenant KC1 0,5 M.

Le pic élué correspond au récepteur transformé.
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et qui perﬁet donc au récepteur de se fixer sur la DNA-cellulose.

Le pic correspondant a 1'hormone libre est trés important, celui-ci
serait probablehent le résultat d'une dissociation qui intervient au
cours de l'étape d'incubation avec la DNA-cellulose. Toutefois,
celle~ci confirme l'identité du matériel purifié, a savoir qu'il s’

agit bien du récepteur transformé.

4.6, Chroﬁatographie d'échange d'ions sur gel conventionnel

et en HPLC.

Nous présentons simplement un tableau comparatif des forces
ioniques nécessaires a 1'élution du récepteur transformé des colonnes
échangeuses d'ions établies par différents auteurs (Tableau IX ).
Nous observons que les variations pour les gels conventionnels sont
plus importantes que pour les supports en HPLC, ce qui montre une

fois de plus 1'efficacité de ces derniers.
4.7. Conclusion

Devant 1'instabilité et la demi-vie courte du récepteur
purifié sous forme transformée recueilli aprés 1'élution, nous étions
obligés d'opérer le plus rapidement possible. De ce fait, toutes les
caractérisations ont été réalisées le jour méme de la purification,
sauf bien sfir, le PAGE/SDS et le Western-blot.

Cependant, nous étions satisfaits des parametres déterminés
avec le sucrose, la gel-filtration en HPLC et la DNA-cellulose
puisqu'ils correspondent bien & ceux du récepteur cytosolique.

P. Lustenberger, & Nantes, avec qui nous collaborons sur ce
sujet, nous a signalé qu'une protéolyse intervient au cours de 1'étape
d'élution et que cette protéolyse serait probablement die 24 la
présence d'une protéase qui serait copurifiée avec le
récepteur. Cependant, 1'addition de la leupeptine au moment de
1'élution a pour rdle d'inhiber cette protéase, et donc d'augmenter
la stabilité du récepteur. Nous n'avons pas encore expérimenté cet
inhibiteur, mais les essais réalisés a Nantes sont trés encourageants.

Toutefois, nous disposons d'un argument supplémentaire pour

expliquer 1'instabilité du récepteur.
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AUTEURS -

CONCENTRATION EN SEL
NECESSAIRE A L'ELUTION
DU RT NaCl ou HC1 (M)

COLONNES UTILISEES

GOVINDAN 1978 DEAE-cellulose 0,2
WRANGE 1979 DEAE-Sepharose 0,16
1984 DEAE-Sepharose 0,11

GRANDICS 1984 DEAE-cellulose ' 0,08
IDZIOREK 1985 DFAE-analytique-HPLC. 0,18
BELAHSEN 1987 Mono Q-HPLC 0,22

DEAE—analytique HPLC 0,18-0,2

DEAE-preparative HPLC 0,18-0,2

TABLEAU IX - Comﬁaraison des concentrations nécessaires a

1'élution du récepteur transformé établies par différents
auteurs sur les supports conventionnels et sur supports

en HPLC.

RT : Récepteur transformé.

M : Molaire.
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Toujours & cause de l'instabilité, il était difficile de concevoir
des études de.déterﬁination de demi-vie et donc de la constante de
dissociation (KD). Nous n'avons pas tenté non plus de mesurer la
spécificité en réaliéant des manipulations de compétition entre le
coﬁplexe horﬁone—récepteur et autres stéroldes.

Le‘marqﬁage covalent d'affinité n'a pas été réalisé, mais a
priori il serait moins délicat & appliquer au récepteur transformé.

Nous nous soﬁmes donc contentés de contrdler les paramétres
essentiels pour affirmer qu'il siagit bien du récepteur transformé.

La préparation du récepteur transformé obtenue n'est pas hautement
purifiée, en plus elle est instable. Il reste & la purifier davantage, tout

»

en la concentrant, ce qui augmenterait relativement sa stabilité.
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METHODES BASEES SUR LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

A) APPLICATIONS DE LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE A SEQUENCES DE
DNA SPECIFIQUE.

Au vu des résultats obtenus avec 1'HPIEC, il apparait
intéressant de mettre en place une étape ﬁltime pour achever la
purification du récepteur des glﬁcocorticoides. Pour cela nous avons
pensé que seule la propriété que posséde le récepteur de lier le DNA
pouvait encore étre exploitée.

Nous avons d'abord utilisé la DNA-cellulose, mais celle-ci
s'est avérée une mauvaise candidate pour remplir cette ti3che. Ensuite,
nous nous sommes orientés vers le développement d'une technique
de chromatographie d'affinité sur gel d'agarose en utilisant la séquence
oligonucléotidique "consensus" récemment élucidée qui reconnait spéci-
fiquement le récepteur des glucocorticoides.

Il s'agit d'une technique nouvelle qui a été mise au point
dans le cadre de 1'étude du mécanisme de régulation de la transcription.
En effet, les analyses biochimiques et génétiques suggérent que plusieurs
facteurs protéiques et enzymatiques interviennent dans ce mécanisme.

Pour identifier et purifier ces facteurs existant en
faible concentration cellulaire, plusieurs auteurs ont utilisé la pro-
priété essentielle de ces protéines, a savoir leur capacité de se lier
a des séquences spécifiques de DNA. Avant d'arriver 2 cette étape ultime
dans la réalisation d'un gel de DNA totalement spécifique, un certain
nombre d'auteurs ont utilisé des supports comportant des séquences de
DNA spécifique de la protéine qu'ils avaient 2 purifier. Nous allons

passer en revue les résultats obtenus dans ce domaine,

1) Utilisation de séquences enrichies ,

Pour purifier 1'antigéne tumoral (T), Oren et al. 1980,
ont utilisé deux colonnes de DNA-cellulose. Sur la premiére ils ont
couplé le DNA total siﬁple brin du virus §V,q» et sur la seconde le
DNA de thymus de veau. Les résultats montrent que la force ionique
nécessaire pour éluer 1'antigéne (T) de la colonne DNA Sv4o~ce11ulose,
est beaucoup plus élevée que celle nécessaire a son élution de la

colonne de DNA de thymus de veau-cellulose. Cela confirme 1'existence
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sur le DNA du virus SV,, de séquences spécifiques a la liaison de 1'anti-
géne (T), et explique en méme teﬁps la purification obtenue,

Pour purifier le répreséeur Lac E.coli, Hervick (1980) utilise
une stratégie similaire 2 celle qui wient d'@tre éwoquée, seulement ici
la méthode est plus spécifiqﬁe. En effet, il a utilisé deux colonnes de
DNA-cellulose. Sur la preﬁiére, le DNA. est représenté par un plasmide
contenant 1'opérateur, alors qﬁe’éﬁr la seconde, 1l'opérateur est absent.
Les résultats rapportés montrent que la force ionique nécessaire a
1'élution du répresseur Lac de la colonne du plasmide-opérateur-cellulose
était quatre fois plus élevée que celle qu'il aura fallu pour 1'éluer
de la colonne plasmide-cellulose.

La purification du facteur nucléaire NF.1 (facteur protéique
qui participe & 1'initiation de la réplication du DNA de 1'Adénovirus
in vitro) , a été réalisée par une technique encore plus spécifique
(Rosenfeld et Kelly, 1986). Elle comprend deux étapes ; la premiére
consiste & fractionner les protéines sur un support d'affinité contenant
du DNA d'E.coli non spécifique. La seconde étape utilise un support sur
lequel a été greffé un plasmide qui contient 88 copies du site liant
le facteur nucléaire NF 1. ,

Par 1l'intermédiaire de cette technique, le taux de purification
a atteint 2400 fois. La deuxiéme étape apporte a elle seule un taux de
purification de 40 fois. Nous signalons qu'au cours de la premiére
étape aucune purification n'est obtenue, mais celle-ci a pour rdle de
prévenir les adsorptions mn spécifiques.

Dans le but de comprendre le mécanisme de reconnaissance des
sites spécifiques au niveau de 1'ARNm au cours de 1'étape de dépissage,
Grabowski et Sharp (1986) ont développé une technique de chromatographie
d'affinité tout a fait originale et treés spécifique, pour purifier les
différentes particules ribonucléoprotéiques nucléaires qui interviennent
~dans ce processus (figure 37). )

La technique est basée sur l'interaction spécifique entre
avidine et biotine. Le RNApré (RNA prématuré) est synthétisé en présence
d'une faible quantité de Biotine~UTP (UTP : Uridine tri-phosphate).

Le complexe résultant Biotine marquée-RNApré est utilisé comme substrat
pour 1'épissage sous conditions étandard dans 1'extrait nucléaire

des cellules HeLa . La trés forte affinité de 1'interaction Avidine-
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PRODUITS DU SPLICEOSOME AVEC
RNA BIOTINYLE

FRACTIONNEMENT EN EXCLUSION
DE TAILLE

LIAISON 2 la STREPTAVIDINE

p COMPLEXE
@@ SPECIFIQUE.

Contaminants

; ELUTION

Figure 37 - Schéma de purification par affinité des

composants du splicéosome.
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. . . .. . s -15,.
Biotine (constante de dissociation égale a 10 1-) (Green, 1985) apporte
une rétention spécifique de ces complexes, Cela permet un lavage treés
abondant du gel, A 1'élution, seuls les facteurs ribonucléoprotéiques

sont récupérés et analysés en gradient de sucrose.

2) Utilisation d'oligonucléotides synthétiques totalement
g y q

spécifiques.

Une publication parue récemment a particuliérement attiré
notre attention (Kadonaga et Tjian, 1986). Les auteurs décrivent
une méthode de purification par affinité du facteur de transcription
Sp 1. Dans un premier temps, les oligonucléotides complémentaires
synthétisés chimiquement et reconnaissant spécifiquement le facteur
de transcription Sp 1 sont appariés dans un tampon TE (Tris-HC1 10 mM,
EDTA 1 mM) contenant entre autre la spermidine 1,3 mM, puis
phosphorylés a 1'extrémité 5' phosphate & 1'aide de 1'ATP marqué au
32P et la polynucléotide kinase T4 3 enfin\une polymérisation permet
d'obtenir des oligoméres rassemblant 3 3 5 'monoméres. Dans un second
temps les oligoméres synthétisés sont couplés au Sépharose CL 2B
(Pharmacia) activé au bromure de cyanogéne.

La concentration de DNA 1ié au sépharose est de 20-30 pg/ml de
gel, ce qui correspond a une capacité théorique maximale des protéines
de 2 2 3 nmoles/ml de gel, pour des sites de reconnaissance contenant
environ 15 paires de bases. Ce calcul suppose que tous les sites de
liaison sont accessibles & la protéine. En pratique cela ne se réalise
pas. A

La protéine a purifier interagit avec la séquence spécifique
du support avec une spécificité étroite. Celle-ci peut étre affectée
si d'autres protéines ayant de 1'affinité pour le DNA entrent en
compétition avec la protéine & purifier et risquent ainsi Qe se fixer
sur le support. Pour éviter cela, Kadonaga utilise une chromatographie
dans un mode de compétition avec du DNA 'mnon sPécifiQue" pour adsorber
les protdines non spécifiques et enzymes (nucléases), qui peuvent'
dégrader le support. Une explication schématique est présentée sur la
figure 38, ‘

Une autre alternative a cette technique consiste a établir

un gradient linéaire en sel aprés la fixation des protéines, mais
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Figure 38 - Technique de compétition décrite par Kadonaga et

Tjian, 1986.

a) la préparation partiellement purifiée est d'abord incubée
pendant 10 minutes avec du DNA de thymus de veau (ﬁon
sﬁécifique). Ensuite, elle est injectée dans le gel d'affi-
nité spécifique.

b) Normalement, les protéines spécifiques se fixent sur le DNA
du gel alors que les protéines non spécifiques se fixent sur

le DNA de thymus de veau.
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celle~ci n'a pas été retenue probablement 2 cause du caractére non spéci-
fique qu'elle présente et aussi de sa réalisation délicate,

Dans le cas de la techniqﬁe retenue, le DNA compétiteur doit &tre
minutieusement choisi en réalisant des essais avec des séquences de
DNA mono brin. Par ailleuré, la composition du tampon intervient aussi
et il faut veiller a un bon équilibre entre les divers cations métalliques,
vérifier le pH et ajouter un chélateur qui prévient l'action des nucléases.
C'est une technique qui demande beaucoup de précautions mais le résultat
est impressionnant. En effet, les deux étapes utilisées permettent 2
elles seules d'atteindre un taux de purification de 500 & 1000 fois avec
un rendement de 30 % dans un état & 90 7 d'homogénéité. La premiére étape
de compétition représente un point crucial grace auquel ce résultat a été
obtenu.

La contribution de cette technique & la purification du facteur
SP 1 est trés importante, elle améne le taux de purification final & une
valeur de 30000. Par rapport aux techniques décrites dans la premiére
partie de ce chapitre, cette technique se distingue d'une part par 1'addi-
tion d'une étape de compétition avec le DNA de thymus de veau avant
1l'incubation avec la séquence spécifique du gel, et d'autre part par
1'incubation d'oligonucléotides synthétiques qui reconnaissént la spécifi-
cité de la résine sépharose-~DNA. Cela explique probablement les résultats

obtenus.
3) Conclusion

Au vu des résultats, il apparalt que l'utilisation d'oligonucléo-
tides synthétiques ouvre de nouvelles perspectives pour la purification
de protéines existant en trés faible concentration cellulaire et qui
lient le DNA.‘A ce propos, la technique de Kadonaga connait actuellement
un succés rapide ainsi qu'en témoignent plusieurs communications présen-
tées dans une récente réunion scientifique des spécialistes dé la
biologie moléculaire et de la purification des protéines (J. Martial,

communication persommelle).
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B) RESULTATS PERSONNELS

’

Nous avons décidé de réaliser la synthése d'un gel d'affinité
d'oligonucléotides de la séqﬁence "consensus" reconnaissant spécifique-
ment le récepteur des glucocorticoides selon la méthode de Kadonaga et
Tjian, 1986. Mais pour mener & bien cette approche il faﬁt bénéficier
impérativement d'une collaboration étroite entre différents laboratoires
spécialisés chacun dans un doﬁaine : synthése chimique des oligonucléo-
tides, manipulation du DNA, synthése des gels d'affinité, purification
du récepteur transformé.

Notre expérience dans les deux derniers domaines a valu 2 notre

laboratoire d'étre engagé dans une telle collaboration. La synthése

chimique des oligonucléotides a été réalisée dans le laboratoire de

J. Martial a Liége, et les expériences relatives & la manipulation

du DNA ont été effectuées chez J.P. Kerckaert, a 1'Institut de recherche
sur le cancer de Lille.

Le schéma de préparation du gel d'affinité pour la purification
des protéines reconnaissant une séquence spécifique a été reporté
sur la figure 39, Ce gel doit avoir les propriétés suivantes :

- Pour maximiser 1'adsorption de la protéine a purifier, et
minimiser la contamination par d'autres protéines, le DNA couplé doit
contenir seulement des séquences bicaténaires répétitives ayant une
grande affinité pour la protéine a purifier.

- Pour s'assurer que le DNA est accessible & la protéine et
fixé solidement au support, chaque molécule de DNA est couplée a

celui-ci par une liaison covalente.

1) Préparation des oligonucléotides de la séquence "consensus"

spécifique du récepteur des glucocorticoides.

- Choix de la séquence utilisée ,

Il se trouve que notre laboratoire est engagé dans une
collaboration avec celui de J. Martial A Liége. Au sein de ce labora-
toire, les études sur le géne de la famille hGH (hormone de croissance
humaine), régulé par les horﬁones glucocorticoldes, ont abouti 2
1'identification de la séquence "consensus" (Eliaxd et al., 1985).
Cette séquence coﬁporte 17 nucléotides parﬁi 1esqﬁels une variante

.

du "consensus" minimum TGICCT & la place du "consensus" classique
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Figure 39 -~ Préparation de la séquence spécifique du support DNA-Sepharose.

(a) appariement des oligodesoxynucléotides complémentaires ;

(b) phosphorylation de 1'extrémité 5 par la polynucléotide-kinase T4
et 1'ATP, (c) Polymérisation des oligonucléotides complémentaires
avec la DNA ligase T4 et ATP ; (d) activation du Sepharose CL 2B avee
CNBr ; (e) couplage du DNA au sépharose activé et obtention du
support. Le DNA se lie covalentiellement au gel par les groupes
amines primaires des ré&idﬁs'libres a 1l'extrémité 5' terminale.
Cependant la position exacte par laquelle le DNA est attaché au

gel n'est pas connue.
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TGTTCT (figure 40). Le méme laboratoire réalise la synthése chimique
de la séquence compléte 3 1'aide de.éynthétiseurs autoﬁatiques. Nous
pouvons disposer de ces séqﬁences dané le cadre de la collaboration
engagée avec ce laboratoire et c'est pourquoi notre choix s'est porté
sur celle-ci.

Nous avons recu leé bligonﬁclétides sous forme de deux brins
complémentaires séparés,chacﬁn'dané un tube. Les séquences sont

présentées sur la figure 40,
- Synthése chimique

Cette synthese se fait a 1'aide de protection chimique des

fonctions actives sur les nucléotides. Normalement, on ne doit laisser

qu'une seule fonction libre bien choisie au départ, tout en bloquant
les autres fonctions., A la fin de la réaction, le déblocage a été

réalisé par 1'ammoniac.
2) Hybridation, phosphorylation, ligation

Ces expériences ont été menées sous la direction de J.P. Kerckaert
4 1'Institut de Recherche sur le cancer de Lille. Les oligonucléotides
que nous avons regus étaient en solution dans le tampon de déprotectiom.
Nous les avons évaporés sous azote puis repris dans 100 pyl d'eau,

10 pl d'acétate de sodium 3M et 250 pl d'éthanol ©5 %. Aprés centrifu-
gation dans les tubes Eppendorf pendant 20 minutes, les surnageants
sont éliminés et les culots comgelés a - 20°C. Cette étape avait pour
but de laver les oligonucléotides et de les débarrasser de 1'ammoniaque
utilisé pour 1'étape de déprotection. A 1'usage, les tubes sont
~décongelés et reprécipités une deuxiléme fois & 1'éthanol avant d'étre
lavés au TE/Ethanol (30:70) (TE Tris HC1 10 mM pH 7,6, EDTA 1 mM).
Aprés centrifugation, les culots 19 et 20 sont repris avec 50 pl de TE.
2,5 pl de cette solution sont prélevés et dilués dans 2 ml'’de TE pour
le contrdle au spectre UV et mesure de la DO & 260 nm.

La quantité de DNA de départ estimée par ces mesures est de
1000ug de DNA dans le tube 19 et 200 ug dans le tube 20. Cette
différence provient du probléﬁe que nous avons eu pour solubiliser le
tube 19. En effet, il restait toﬁjburS un précipité probablement df a

une dénaturation des séquences au cours de 1'évaporation & sec. Celle-
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Figure 40 - Séquence complémentaire compléte spécifique du récepteur des glucocorticoides,
&L P

- La séquence "consensus" est soulignée.
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ci est en effet a éviter car elle peut conduite 2 une insolubilisation
irréversible du DNA. Une tentative de ressolubilisation par agitation

3 température ambiante pendant plusieurs jours a échouéd.

. L'hybridation est réaliéée en mélangeant environ 200 ug de
chaque séQuence compléﬁentaire (19 et 20) dans un’tampon Tris HC1 70 mM
contenant entre autre la épermidine. Le mélange est porté a différentes
températures par incubationé éucceééives dans des bains-marie réglés a
88°C (2 min), 65°C (10 ﬁin); 37°c (10 ﬁin)'et enfin & température
ambiante (5 min). Une solution d'ATP 20 mM contenant 5 uCi d'ATP marqué
au 32P et a laquelle on ajoute 80 unités de polynucléotide kinase T4
(Boehringer Manheim (8u/ml) est ajoutée au mélange pour la réaction de
phosphorylation. Aprés incubation perndant 2 heures 2 37°C, la réaction
est stoppée par addition d'acétate d'ammonium 5M, pH 5,5, de MgCl, 100 mM
et de TE. Enfin, 1'enzyme est inactivé par chauffage dans un bain-marie
a2 65°C pendant 15 minutes. Le DNA est précipité dans 1'éthanol puis
centrifugé a 0°C. Le culot obtenu est lavé par resuspension dans le
tampon TE contenant de l'acétate de sodium 3M, du MgCl2 100 mM, ceci
pour éliminer 1'excés du produit radiocactif et de l'enzyme, puis
reprécipitation et centrifugation pendant 30 minutes & 0°C. Le culot

est enfin lavé a 1'éthanol 70 Z.

. La premiére expérience de ligation a été réalisée dans des
conditions couramment utilisées au laboratoire de J.P. Kerckaert. La
réaction se fait dans un tampon Tris 30 mM, pH 7,8 contenant MgCl2 10 mM,
DIT 10 mM, ATP 0,5 mM, BSA 0,1 mg/ml) et 5 unités de ligase T (Promega
Biotec, Madison Wisconsin USA). Aprés incubation pendant une nuit 2a-
16°C, des aliquotes dilués sont déposés en présence de témoins sur un
gel d'agarose 2 7. La révélation est obtenue par exposition du gel i la
lumiére ultraviolette, ceci grdce au bromure d'ethidium, agent intercalant
contenu dans les dépdts et qui donne une fluorescence quand il est
intercalé. Cette révélation montre que les séquences appariées sont
restées & 1l'état de monoméres, et que donc la ligation a échoué.

Nous avons estimé que le fait d'avoir utilisé un tampon et un
temps d'incubation différenté de ceux recommandés par Kadanoga et Tjian
(1986) a été probableﬁent a 1l'origine de cet échec, C'est pourquoi
nous avons repris les m@mes conditions exposées par ces auteurs a

savoir, utiliser un tampon Tris HC1 88 mM, pH 7,5 contenant Mg012 13,3 mM,
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DIT 20 wM, spermidine 1,3 mM et auquel est ajoﬁté de 1'ATP 20 mM et la
ligase T4 (5 unités). L'incubation a duré 4 heures a 16°C. Le résultat
obtenu n'était guére heilleﬁr’qﬁe'le premier avec cependant 1'apparition
d'un dimére. Nous avons vérifié au détecteur de radiocactivité que les
séquences étaient bien marqﬁéeé et nous avons prolongé le temps d'incuba-
tion & 60 heures & 0°C et ceci apréé avoir ajouté 5 unités de ligase T4.
Le controle par électrophorése éur gel d'agarose a montré cette fois
1'apparition de polymére allant de 1 & 20 monomeres.,

Le DNA a ensuite été extrait aﬁ phénol, lavé au chloroforme
puis précipité au méthanol. Le culot a été lavé d'abord dans un mélange
méthanol /TE (70/30), ensuite dans le mélange éthanol/Hzo (70:30). Le

culot a été enfin repris dans 1'eau.
3) Couplage au sépharose CL 2B

Le couplage des séquences de DNA spécifique polymérisé comprend
une étape d'activation du gel et une autre de fixation des polyméres
sur celui-ci,

L'activation du gel a été réalisée a pH neutre, selon la
technique de Kohn et Wilchek (1981 ). Nous avons suivi au départ les
conditions qui ont été établies par Lustenberger ef qf, (1981) pour la
préparation d'un gel d'affinité afin de purifier le récepteur non
transformé., Ainsi, le taux de BrCN utilisé était de 0,7 mg par ml de
gel égoutté.

L'activation a été réalisée en deux minutes, elle a été suivie
de plusieurs lavages rapides (voir appendice technique) le dernier
étant réalisé avec le phosphate 10 mwM pH 8. Le nombre de fonctions
activées sur le gel a été estimé par dosage des esters cyanates dans
l'heure qui suit 1'activation. Le gel est incubé en présence du DNA
pendant une nuit a 20°C. Le lendemain, aprés centrifugation, le surna-
geant (4 ml) est séparé du gel misun aliquote de ce derniér est prélevé
pour étre lavé 2 l'eau et compté en radioactivité. Le taux de fixation
obtenu est pratiduement nul. -

Nous avons réalisé la méme expérience avec le DNA récupéré, mais

en changeant seulement le taux de BrCN (3 mg/ml de gel au lieu de 0,7 mg/ml).

Malheureusement, le résultat était identique,
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Une autre expérience réalisée avec 29 mg de BrCN par ml de gel
a enfin permis d'obtenir um taux de fixation du DNA de 4 %, Mais il est
évident que'nous'somﬁes loin des rendeﬁents trouvés par Kadonaga et Tjian
(1987) qui étaient de 40 a 70 7.

Le tableau X montre les différents essais avec la quantité
de BrCN utilisé, la concentration des fonctions cyanate activés et
le taux de DNA greffé.

Deux raisons peﬁvent étre évoquées pour expliqﬁer ce faible
rendement. D'une part, il est probable que méme si nos conditions
d'activation sont déja importantes, elles sont encore insuffisantes,
comparées a celles utilisées par Kadonaga et Tjian (1981). En effet,
ces auteurs ont travaillé avec une quantité de BrCN quatre fois plus
importante que la ndtre. Il s'agit 134 de conditions trés brutales et
tout a fait exceptionmelles dans la préparation d'un gel d'affinité.
Poonian et al. (1971) avaient déja signalé la difficulté que présente
la fixation sur support d'agarose activé au BrCN d'un DNA bicatenaire
par rapport au DNA monocaténaire. A cet égard, 1'exemple du DNA double
brin d'E. coli est impressionnant. En effet, le taux de fixation sur
support agarose était nul. Ces auteurs ont montré que plus on augmente
le taux de DNA monocaténaire, plus le taux de fixation sur le support
augmente. De plus, ils ont pu établir que 1'utilisation d'un brin
monocaténaire polyadénylique s'accompagnait d'une fixation maximum de
98 %. Ce pourcentage dépasse de loin tous ceux obtenus avec des morceaux
de DNA contenant plus ou moins une petite ou une grande quantité de
brin monocaténaire.

D'autre part, il est trés vraisemblable que les polyméres que

nous avons utilisés étaient trop courts.

Au vu de cette analyse, nous avons adopté la stratégie suivante :

- utiliser des conditions aussi brutales que celles rapportées
par Kadonaga et Tjian (1981) ; !

- améliorer la polymérisation des oligonucléotides ;

- fixer sur le double brin polymérisé une petite queue polyA
monobrin en 5', cela facilitera probablement la fixation au

support.
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GEL CNBr CYANATE COUPLING TO DNA
mg/ml of pmol/ml of - 100-200§ for 5 ml GEL
GEL ~ | GEL = " "CONDITIONS YIELD
1 0.7 - K,HPO, 10mM
pH 8.0 20°C
x 18h
2 3.0 "0.55 SAME BUFFER
0-4°C x 18h
3 30.0 2.68 _KZHPO4 30mM 4 7
1.3y /ml
pH 10.0
4°C x 18h 0.025 nmole
TABLEAU X - Essais de préparation d'un gel d'affinité greffé

avec la séquence compléte spécifique du récepteur

des glucocorticoides.




CONCLUSION




CONCLUSION

Durant les dix derniéres années, la purification du récepteur
des glucocorticoides sous forme transformée, a été réalisée par de
nombreuses équipes, selon un protocole basé essentiellement sur la
chromatographie sﬁr supports polyanioniques du genre DNA et phospho-

cellulose.

Le travail réalisé dans le cadre de cette thése propose une
alternative originale et plus rapide. Elle concerne 1l'utilisation
de la chromatographie d'échange d'ions en HPLC. En effet, la méthode
mise au point nous a donné des satisfactions bien meilleures que

1'application des techniques classiques.

La préparation purifiée récupérée au terme de deux étapes
(précipitation au sulfate de protamine et DEAE préparative en
HPLC), était dans un état d'homogénéité suffisant pour permettre

d'envisager les applications suivantes :

- Production d'anticorps par immunisation de lapins

- Réaliser des expériences relatives a la technique des
empreintes, en collaboration avec le laboratoire de J. Martial 2
Lidge. Le but serait de mieux comprendre 1'interaction DNA-récepteur.

- Reconstitution de la forme non transformée du récepteur
par assemblage des sous-unités non liantes & la sous-unité liante
purifiée avec le récepteur transformé. Cette application nécessitera

des préparations davantage purifiées.

Les exemples d'application proposés ici seront mié¢ en
oeuvre dés que les problémes 1iés a la stabilité et a la protéolyse

du récepteur seront résolus.,




APPENDICE TECHNIQUE
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I - MATERIEL BIOLOGIQUE

1) Tampons

-~ Tampon Hepes

Hepes 10 mM
DTT 1 mM
EDTA 1 mM
Glycérol 10 7

NaCl 100 mM

Eau ultra pure qsp 100 ml

le pH est ajusté a 7,4 avec HC1l 1M.

Avant l'emploi le pH est de nouveau ajusté a 7,4,

- Tampon Tris-HC1 (Sigma)

Tris 20 mM
DTT 1 mM
EDTA 1 mM
Glycérol 10 7

KC1 50 mM

le pH est ajusté a 7,4 a 1'aide de HC1l 1M. Avant 1'emploi

le pH est réajusté a 7,4.

~ Tampon TES (Sigma)

TES 20 mM
2-mercaptoéthanol ' 20 mM

EDTA 1 mM

NaMoO4 10 mM )
NaCl 50 mM

PMSF 0,2 mM

Glycérol 10 7

Eau ultra pure gqsp 500 ml
le pH est ajusté a 7;4 a2 1'aide de HCl 1M. Avant 1l'emploi
le mercaptoéthanol est ajouté et le pH est de nouveau ajusté
a 7,4.
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— Tampon phosphate 160 ﬁM

KH2 PO, 160 mM (Merck)
2-mercaptoéthanol 20 mM
Na2M004 ' 10 mM
Glycérol 10 Z

H20 ultra pure qsp 500 ml

le pH est ajusté a 7,4 avec K,HPO, 160 mM avant 1'addition des
autres réactifs. Avant 1'emploi, le 2-mercaptoéthanol est

ajouté et le pH réajusté a 7,4 avec KOH 2M.

- Sulfate de streptomycine (Merck) 10 Z dans 1'eau ultra pure.
- Sulfate de protamine (Merck) 0,75 7 dans 1'eau ultra pure

(dissoudre a chaud).

2) Préparation du cytosol

Des rats mdles (250-300 g) sont surrénalectomisés et regoivent
de 1'eau salée (NaCl 0,9 %) ad 1ibitum. Aprés 3 jours, les rats sont
tués par dislocation cervicale. Le foie est prélevé rapidement et
perfusé avec du NaCl & 0,9 % et du tampon TMG refroidis a 4°C. Les
étapes suivantes se déroulent & + 4°C.

Aprés avoir épongé et pesé les foies, on ajoute dans un bécher
1,5 ml de tampon TMG par gramme de foie. L'homogénéisation est faite
a 4°C, 5 a2 6 secondes a 1'Ultra Turrax, puis au Potter. L'homogénat
est centrifugé a 105 000 g pendant 2 heures 30 minutes a + 4°C. Le
cytosol est récupéré en plongeant a travers la couche lipidique une

pipette Pasteur relide 3 une pompe aspirante. Le cytosol est ajusté 2

pH 7,4 a 1'aide de Tris 1M.

3) Préparation de 1'extrait du récepteur précipité au sulfate
p P p §

de protamine (Govindan et al. 1978)
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Cytosol (1 volume)
+ 0,11 volume de sulfate de Strepto-

mycine sous agitation pendant 20 min
a 4°C puis centrifugation a 18 000 g

x 10 min.
Précipité Surnageant (1,11 volume)
éliminé + 0,12 volume de sulfate de

protamine sous agitation
pendant 40 min a 4°C puis
centrifugation 2 18000 g
x 10 min

Précipité Surnageant éliminé
repris dans 0,1 volume de
tampon phosphate, homogénéi-
sation au Dounce puis centri-
fugation 2 2000g x 20 min

Précipité AJ\" Surnageant

étape précé- Les surnageants sont
rassemblés. Des aliquotes
sont récupérés pour do-
sage de l'activité de
liaison et dosage des

Précipité éliminé Surnageant protéines. Le resre est

\ . utilisé immédiatement

ou conservé a -80°C en

présence de 0,2 volume

de glycérol si nécessaire

idem.
dente
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II - MESURE DE L'ACTIVITE DE LIAISON

0,5 ml de cytosol ou 50 pl d'extrait de sulfate de protamine
dilué au 1/10 sont incubéé avec 30 nM de stérolde tritié, 3H dexamé~
thasone ou 3H acétonide de triamcinolone d'activité spécifique
20-40 Ci/mmole - AMERSHAM'oﬁ NEN pendant 18 heures & 0°C. Une incu-
bation en présence d'un excés de 500 a4 1000 fois du stéroide froid
(Dex ou TA) permet de mesurer la liaison non spécifique. Toutes les

incubations sont faites en double ~

Charbon-dextran (Rousseau et al., J. Mol. Biol. 1972, 67,
99-115)

Réactif's
Suspension de charbon

Charbon activé Norit 1,5 g
Dextran T70 0,15 g

Tampon phosphate de K
160 mM, pH 7,4 50 ml

Mode opératoire

A 1'arrét de 1'incubation, on préléve 2 fois 0,2 ml dans
chaque tube d'incubation auxquels on mélange 0,1 ml de suspension
de charbon. Aprés 10 secondes d'agitation au Vortex et 15 minutes
de contact, les tubes sont centrifugés & 5000 cpm pendant 3 minutes.

150 pl de surnageant sont prélevés et ajoutés a 5 ml d'Aqualuma.
III - PURIFICATION DU RECEPTEUR SOUS FORME TRANSFORMEE

A - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS SUR SUPPORTS POLYANIONIQUES
(DNA et phosphocellulose)

1) Tampons

1.1. Tampon Hepes .

- Taﬁpon E
Hepeé 10 hM
DTT 1 mM
EDTA 1T mM

Glycérol 10‘2
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Le pH est ajusté a 7,4 a 1'aide de NaOH 0,1N

A 1'emploi il est réajusté 3 7,4
, J

- Tampon A = tampon E + NaCl 100 mM
~ Tampon B = Tampon E + NaCl 50 mM
~ Tampon C = tampon E + NaCl 450 mM

[

- Tampon D = tampon E + NaCl 1M

1.2, Tampon Trnis

= Tampon I

Tris (Sigma) 20 mM
DTT 1 mM
EDTA 1 mM
Glycérol ' 10 %

le pH est ajusté a 7,4 avec HCl 1M.

Avant 1'emploi, il est ajusté & nouveau a 7,4.

- Tampon F = tampon I + KC1 50 mM
= Tampon G = tampon I + KC1 450 mM
tampon I / KCl1 1M

- Tampon H

Abréviations : HEPES : acide hydroxyethyl piperazine ethane sulfonique
Tris : Tris(hydroxymethyl)aminométhane
EDTA : Acide éthyléne diamine tétraacétique

DTIT : Dithiothréitol

2) Préparation des colonnes chromatographiques
2,1, Equilibrage

Les colonnes sont équilibrées par le tampon ayant servi a
la préparation du cytosol, donc les tampons A et F. 5 volumes de
tampon pour 1 volume de gel sont largement suffisants pour équilibrer

la colonne. Le débit est en moyenne égal & { ml/2 min.
2.2, Régénération

La régénération des colonnes ayant servi a la filtration ou

a 1'adsorption du cytosol se fait en deux étapes :
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- Lavage avec le taﬁpon D ou bien le tampon H 2 débit
relativement élevé (4 ml/ﬁin) 5 volumes de tampon pour un volume de
colonne.

— Lavage avec le tampon E ou le tampon I a débit moyen
(1,5 m1/2 min) (10 volumes de tampon pour un volume du gel de 1la

colonne.

B - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS A HAUTE PERFORMANCE
1 - Appareillage

Les colonnes utilisées sont : Mono Q HR 5/5 de Pharmacia et
TSK 545 DEAE analytique et préparative de LKB.

La HPIEC est effectuée sur un appareil Waters 204 4/6 /6-GN,
équipé de deux pompes 6000 A, couplées a un programmeur de gradient
Waters 660, d'un détecteur Waters 480 réglé 2 280 nm. Les fractions
sont collectées sur un appareil Gilson programmable 201.

La concentration en sodium et en potassium est mesurée sur un
spectrophotometre de flamme (flamme Photometer, model 143, Instrumen-

tation laboratory, Inc.)

2 - Tampons
.Tampon phosphate M

KZHPO4 50 mM
p-mercaptoéthanol 20 mM
le pH est ajusté & 7,4 avec KHZPO4 50 mM. A 1'emploi

le mercaptoéthanol est ajouté et le pH réajusté a 7,4 avec KOH 1M.

.Tampon phosphate N = Tampon M + NaCl 500 mM
.Tampon d'équilibrage
100 m1 de ce tampon est obtenu en mélangeant 80 ml

’

de tampon M et 20 ml de tampon N.

.Tampon du premier lavage
100 ml de ce tampon sont obtenus en mélangeant 65 ml

de tampon M et 20 ml de tampon N.
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. Tampon d'éqﬁilibrage de la gel-filtration ACA 202

K,HPO, 130 mM
NaMoO, 10 mM
Mercaptoéthanol 20 mM
Glycérol 10 7

le pH est ajusté a 7,4 avec KH,PO, 130 mM. A 1'emploi
le mercaptoéthanol est ajouté et le pH réajusté a 7,4
avec KOH 1M.

.Tampon de dilution de 1'extrait de récepteur précipité

au sulfate de protamine puis filtré sur gel-filtration.

KZHPO4 10 mM
NaMoO, 10 mM
2-mercaptoéthanol 20 mM
Glycérol : 10 %

le pH est ajusté a 7,4 avec KH, PO4 10 mM. A 1'emploi
le mercaptoéthanol est additionné et le pH réajusté

a 7,4 avec KOH 0,1M.

Tous les tampons sont filtrés sur filtre 0,45 p et dégazés avant

utilisation.

3 - Préparation des colonnes
- Equilibrage
L'équilibrage de toutes les colonnes est suivi par absorbance
a2 280 nm. Généralement, 3 volumes du tampon pour un volume de colonne

sont suffisants.

- Régénération
Cette étape est réalisée systématiquement 2 la fin des manipu-
lations. A la fin du gradient, la concentration en sel 2 1"intérieur
des colonnes atteint 0,5 M. Elle est portée a 1M par un gradient de
15 min. contre une solution de NaCl IM. Un autre gradient de 30 min
permet de revenir & 1'eau azidée, c'est aprés cela qu'on démarre un
gradient de 10 min contre le méthanol 10-20 %, Enfin, retour 2 1'eau

azidée dans laquelle la colonmne doit impérativement &tre conservée.
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4 - Préparation du matériel 3 purifier

20 ml de 1'extrait du récepteur précipité au sulfate de
protamine sont dessaléé sﬁr une colonne IBF contenant 60 ml de gel
ACA 202 équilibrée dans le taﬁpon phosphate 260 mEq. 21,5 ml sont
recueillis dans une éproﬁvette puis dilués avec 14 ml de tampon
phosphate 20 mEq ; 0,5 ml sont prélevés pour le dosage de 1l'activité
et des protéines et 35 ﬁl sont injectés dans la colonne DEAE

préparative.

C - CARACTERISATION DU RECEPTEUR
1 - Chromatographie de gel-filtration en HPLC

La gel-filtration est effectuée avec une colonne TSK G3000 SW
(7,5 x 300 mm) (LKB) plongée dans un bain de glace. Elle est équilibrée
dans le tampon phosphate 320 mEq, B-mercaptoéthanol 20 mM et
molybdate 10 mM, bH 7,4. Le débit de la pompe est de 0,5 ml/min. Le
récepteur purifié (0,15 ml) est injecté dans la colonne et 1'on
recueille des fractions de 0,25 ml. Des aliquotes de 50 pl de chaque
fraction sont pris pour le comptage de la radioactivité sur un
appareil Intertechnique SL 4000 avec comme produit de scintillation
1'Aqualyte (J.T. Baker).

2- Gradient de saccharose (5-20 %, p/v)

Le gradient de saccharose 5-20 %Z (p/v) a été préparé en
condition de haute force ionique dans le tampon phosphate 160 mM,
pH 7,4 a 4°C, glycérol 10 Z, EDTA 1mM, mercaptoéthanol 20 mM NaMoO,
10 mM. On prépare deux solutions dans ce tampon, l'une 2 5 7 et 1'autre
20 7 en saccharose. Le gradient est réalisé grice 3 un appareil »
3 deux chambres cylindriques. ‘ ‘ ‘
200 p1 du récepteur purifié sont déposés sur les tubes déja
pesés a la balance. Deux témoins 1'aldolase (7,8S) et la sérumalbumine
(4,38) sont déposés en méme temps que le récepteur.
Apres ultracentrifﬁgation 4 55000 rpm pendant 17 heures on
ponctionne le fond des tubes et on récupére des fractions de 200 ul

qui sont ensuite comptées en radioactivité,




3) Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS a

Les solutions A, B, C se conservent a +

semaines.,

Cyve & électrophorése verticale :
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gradient de réticulation linéaire 5-20 Z (Laemmli, 1970)

Materiel

Protean double Slab

Electrophorése Cell BIORAD, ref. 716.514.20

Réactifs

Solution

Solution

Solution

A d'acrylamide a 5 7
Acrylamide 50,0 g
Bisacrylamide 1,33 g
Tris 45,3 g
SDS 1,0 g
TEMED 300 pl
HC1 5,6 N gsp pH 8,8
H20 qsp 1 litre

B d'acrylamide a 20 7

Acrylamide
Bisacrylamide

Tris

SDS

TEMED

Glycérol

HC1 5,6 N qsp
H20 qsp

C de concentration

Acrylamide
Bisacrylamide

Tris

SDS

TEMED

HC1 5,6 N qsp
HZO qsp

200,0 g
5,32 g
45,3 g
1,0 g
300 pl
200 ml
pi 8,8

1 litre

30,0 g
0,8 gl
15,1 g
1,0 g
500 pl
pH 6,8

1 litre

4°C pendant plusieurs
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Tampon d'électrophorése

Tris 12,0 g
Glycocolle 57,2 g
SDS : 4,0 g
HCl 5,6 N qsp pH 8,3

HZO qsp 1 litre

Le tampon est & diluer au quart avant 1l'emploi

- Kit de "faible" masse moléculaire calibré pour 1'électrophorése
Pharmacia 17-~0446-01

Mode opératoire

Entre des plaques de verre (150 x 100 et 1,5 mm d'épaisseur
du gel) un bouchon d'acrylamide est coulé pour maintenir 1'étanchdéité
du systéme (5 ml B + 50 pl de persulfate d'ammonium). Le gradient est

ensuite formé (27,5 ml A + 50 pl de persulfate d'ammonium dans une

chambre et 27,5 ml B + 50 pl de persulfate d'ammonium dans 1'autre). Le
gel de concentration est coulé (7,5 ml de C + 15,0 pl de persulfate)
et le peigne est rajouté immédiatement.

Les protéines traitées 3 100°C pendant 5 minutes en érésence
de 2,5 Z SDS et 5 % B-mercaptoéthanol sont déposées en présence de
bleu de bromophénol 0,001 Z et glycérol 10 Z.

L'électrophorése s'effectue & 100 V et 10 mA pendant 1 nuit.
Les étapes de fixation et de coloration des protéines du gel se font

selon le protocole du kit de coloration A 1'argent BIORAD.
4) Electrotransfert des protéines sur nitrocellulose

Le transfert électrophorétique est utilisé pour augmenter la
sensibilité et la rapidité de la détection des substances biologiques,
comme les protéines, le DNA et le RNA. )

La technique emploie le courént électrique pour réaliser le
transfert des protéines d'un gel ol les bandes sont déja séparées par
électrophorése (PAGE/SDS), sur une surface de papier traité (nitrocellu-
lose) ou sur les membranes qui lient les biomolécules. Upe fois le transfert
terminé, les bandes sont prétes a une révélation par autoradiographie

ou 3 un dosage immunoenzymatique, ou une détection par fluorescence ou
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encore a une élution préparative. Cette technique présente plusieurs
avantages, parmi lesquels on peut citer :

- Acceésibilité : en effet, le transfert sur feuille de
nitrocellulose ou sur une membrane conduit & des analyses qui sont

normalement tres difficiles, sinon impossibles a réaliser dans le gel.

~ Les molécules transférées sont liées a la membrane, de
telle sorte qu'il y ait un minimum de perte de résolution. Jusqu'ici
c'est 1'activité antigénique qui a été le plus utilisée, elle prévient

la diffusion et la perte de résolution.

+ Les feuilles de nitrocellulose et les membranes sont

beaucoup plus faciles a manipuler que les gels.
- Spécificité de liaison entre les deux anticorps de révé-
lation.
Maténiel
Appareil de transfert LXB 2005,
Feuilles de nitrocellulose Schleicher et Schiill BA 85.

REactifs

Tampon de transfert
Tris ; 25 mM
Glycocolle 150 mM
Méthanol 20 %

Le pH est ajusté a 7,4 avec HCL 1 M

Le transfert sur feuille de nitrocellulose (aux dimensions du
gel) s'effectue a 6 volts/cm2 pendant 5 heures dans le tampon de trans-

fert. La nitrocellulose est séchée entre deux papiers filtres (Bioblock)

)

Coloration au rouge ponceau

. Colorant
Rouge ponceau 0,2 %
Acide trichloroacétique 37

. Colonation

Elle s'effectue pendant quelques minutes, et elle est suivie
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par un lavage abondant & 1'eau ultrapure.

Immunoréyélation
. Réactifs
Tampon TBS : TrisHC1 10 mM
NaCl 150 mM
HC1 qsp pH 7,4

Tampon TNT : Tampon TBS + Tween 20 0,1 %7 (Merck)

Tampon PBS : NaZHPO4/NaH2PO4 10 mM, pH 7,4
NaCl 120 mM
KC1 2,7 mM

Mode opératoine
-~ Saturation de la nitrocellulose par 5 Z lait Gloria dans
tampon TBS pendant 1 heure & 37°C.
- Lavage 3x 15 minutes par le TNT.

— Incubation avec l'immunsérum dilué au 1/50e dans le TNT-

BSA 1 7 et sérum de veau 10 7 pendant 1 heure & température ambiante.
- Lavage 3 x 15 minutes par le TNT.

= Incubation avec un anticorps de chévre anti IgG de lapin
marqué a la peroxydase (GAR/Po Diagnostics Pasteur) dilué au 1/1000e
dans le TNT - 1 % BSA et 10 Z de §érum de veau, pendant 1 heure &

température ambiante.
~ Lavage 3 x 15 minutes par le TNT
- Lavage 1 x 15 minutes par le PBS.
- Révélation avec le DAB 0,1 % dans le tampon PBS + 0,1 %
H202.
- La réaction est arrétée par un lavage 3 1'eau contenant

10 % de glycérol.
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IV- DOSAGE DFS PROTEINES

1) Méthode de Bensadoun et Weinstein, (1976)

- Solution de désoxycholate de Na 0,2 %

~ Acide désoxycholique 50 mg
- Soude N/19 2,5 ml

— Solution d'acide trichloracétique 25 %

ACTA , 25 g

- H,0 gsp 100 ml

- Tampon bicarbonate

Solution A NaHCO3 84 ¢
H20 qsp 500 ml
Solution B NaOH 45 g
HZO gsp 300 ml

mélanger les solutions A et B et compléter & 1000 ml

avec H,0 distillée
~ Solution cuprotartrique

Solution cuivrique

Cuso, 2 g

H,0 qsp 1000 'ml

Solution tartrique

tartrate 4 g

de Na et K
H20 qsp - 1000 ml

mélanger en parties égales au moment de 1'emploi.




-

Solution
d'albumine

Sol. i doser
Tampon

Eau distillée

Désoxycholate

ATCA

Blanc Gamme Dosage
2,5ug 5 ug 10 pg | 25 pg | 50 pg
o] 5 ul 10 pl 20 pl 50 pl | 100 ul 0
0 0 0 0 0 0 10 a 200 ul
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,45ml | 0,40ml { qsp 0,5 ml
2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml | 2,5 ml 2,5 ml
25 pl 25 ul 25 ul 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl
Agiter 10' au Vortex
Laisser reposer 15'
1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

Centrifuger 30' 3 4500 t/min a 0°C

puis le surnageant est éliminé soigneusement i la pipette Pasteur.

Réaction colonrde

- - " —————

= Ajouter a chaque tube en passant 10 secondes au Vortex

a chaque fois

-~ 1,5 ml de solution cuproalcaline

- 0,15 ml de solution de Folin concentrée

~ ‘Les tubes sont laissés & 1'obscurité pendant 45 minutes

~ La D.0., est lue & 660 nm contre de 1'eau distillée.
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2) Méthode au bleu de Coomassie (G250)
Read et al., (1981)

Réactif
- Bleu de Coomassie 15 mg
G250 (Merck)
- Ethanol absolu 4,7 ml
- H3P04 85 % 10 ml
- H20 qsp 100 ml

Filtration sur papier Whatman et conservation & l'abri de la
lumiére. Réactif stable quelques jours. Les dosages ont été
effectués sur un analyseur centrifuge COBAS BIO selon les

protocoles suivants :

-~ Température des cuves 30°C
- Longueur d'onde 595 nm
~ Temps de lére lecture 2 min.

—~ pour une gamme étalon allant de O i 200 pg/ml de SAB

- 15 pl d'échantillon
- 60 pl de diluant (HZO)
- 225 pl de réactif

-~ pour une gamme étalon allant de O & 50 ug/ml

- 60 pul d'échantillon
- 15 pl de diluant
- 225 pl de réactif

Le programme détaillé est donné ci-aprés :




Paramétres

W N O D W e

- ek et ek eh e wdh e eA
W 0O N O W N - O W

137

Unité

Facteur de calcul
Standard 1 conc.
Standard 2 conc.
Standard 3 conc.
Limite

Température (deg.c.)
Type d'analyse
Longueur d'onde (nm)
Vol. échantillon (ul)
Vol. diluant (ul)

Vol. Réactif (ul)
Temps d'incubation (S)
Vol. Réactif demar. (pl)
Temps fére lecture (S)
Intervalle temps (S)
Nombre de lectures
Blanc réactif

Mode de calcul

mg/1

-

o O O

300

30.0

595
15
60

225

120.0
60
03
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V - PREPARATION d'un GEL d'AFFINITE AVEC LA SEQUENCE SPECIFIQUE DU
RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES

1) Préparation du DNA

* Tampon d'hybridation

L'hybridation est réalisée dans 75 pl du tampon suivant :

Tris HC1 70 mM
MgC1, 13 mM
DTT 6,7 mM
Sperﬁidine 1,3 mM
EDTA . 1,3 mM

le pH est ajusté a 7,4 avec HCl 0,1 N. ?

Pour la phosphorylation, on utilise le méme tampon, auquel
on ajoute 15 pul 4'ATP 20 mM, 1 pl contenant 5 pCi d'ATP marqué au
32P et 10 pl contenant 80 unités de polynucléotide-kinase (Boehringer
Mannheim). La réaction est stoppée par 100 pl de NH40Ac 5M, 25 ul
de MgCl2 et 25 p de TE. La précipitation est réalisée en ajoutant
500 pl d'éthanol. Le précipité est resolubilisé dans 200 pl de TE,

25 pl de NaOAc 3 M, et 25 ul de MgCl2 100 mM, puis reprécipité dans

500 ul d'éthanol.

* Tampons de Ligation

. Tampon proposé par J.P. Kerckaert

Volume total 55 ml
Tris HCl 30 mM
MgCl2 10 mM
DTT 10 mM .
ATP 0,5 mM -
BSA 0,1 mg/ml
'l‘4 ligase 5 unités (Promega Biotec,

Madison, Wisconsin USA)
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. Tampon décrit pax Kadonaga

Tris-HC] 88 mM
MgCl, 13,3 mM
DTIT 20 -mM
Spermidine 1,3 mM

Le pH est ajﬁsté a 7,4 avec HC1 0,1 N,

A 75 ul de ce tampon on ajoute 20 pl d'ATP 20 mM et 5 pl de
T, ligase (1 unité/ml).

L'extraction se fait avec 150 pl de phénol, 150 pl de

chloroforme.

2) Couplage au sépharose CL 2B (Pharmacia)

~ Activation du gel-sépharose CL 2B par le BrCN.
- Acétone fraChement distillée
- HC1 0,1 N
- BrCN 1,03 g/ml d'acétonitrile
- Milieu de couplage diaminononane (0,70 g) pour 50 ml
de tampon bicarbonate 0,2 M pH 9,5 contenant 50 %
d'éthyléne glycol refroidi a - 15°C
-~ Cryostat HUBER HS40,

— 10 ml de Sepharose CL 2B sont lavés sur un fritté par 40 ml d'eau
bidistillée puis par 40 ml d'acétone 2 30 % (dans 1'eau bidistillée)

puis par 200 ml d'acétone & 60 Z.

- Le gel est repris par 10 ml d'acétone & 60 %7 ; le mélange est

refroidi a - 15°C.

- Au sépharose en suspension, agité par un mélangeur en verre fixé
a un rotor a une vitesse variable, on ajoute la solution dé BrCN ( 7 pl

de BrCN dans 1 ml d'acétone pure).

- En refroidissant et en agitant vigoureusement on ajoute & - 15°C

la solution de triéthylamine (TEA) marquée (14 pl dilués dans 1 ml
d'acétone & 60 %, soit un rapport molaire CNBx/TEA 1 : 1,5) goutte 2
goutte sﬁr’une période de 2 minutes, puis tout le mélange est rapidement

versé dans 100 ml de liquide de lavage glacé (acétone/HC1 O,1 N, 1 :.1).
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Le gel est ensuite lavé sur fritté par

- acétone 60 % 0°C 50 ml
~ Acétone 30 % 0°C 50 ml
- H20 4°C 50 ml

Le gel est recueilli et wversé dans un flacon & bouchon a vis contenant

les 10 ml du milieu de couplage a 4°C.

. + . .
— Dosage des ions CN et des fonctions cyanate portées par

les gels activés au BrCN.

Reactif
- Acide diméthylbarbiturique
recristallisé dans 1'eau ultra pure 500 mg
- Eau ultra'pure 5 ml
- Pyridine frafchement distillée 45 ml

N

Ce réactif est 3 préparer extemporanément car il jaunit méme si

on le conserve a - 20°C.

Dosage

[\

A 0,5 ml de gel humide frafchement activé, lavé et mesuré
la seringue (soit environ 20 mg de gel sec) on ajoute 5 ml de
réactif et 1'on met au bain-marie 3 40°C dans un tube 3 bouchon 2
vis pendant 25 minutes sous agitation. Aprés filtration et dilution
on effectue le dosage a 588 nm contre un témoin contenant du gel non
activé et placé dans les mémes conditions. Le coefficient d'extinction

molaire = 137 000 est utilisé pour le calcul.

N.B.~ Ce dosage est a faire dans 1‘'heure qui suit la réaction d'acti-
vation car les fonctions cyanates sont peu stables surtout a pH

alcalin. )
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