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Le t r a v a i l  r é a l i s é  dans c e t t e  t hè se  a c o n s i s t é  en l a  mise au po in t  de deux p ro toco le s  
d i f f é r e n t s  de p u r i f i c a t i o n  du récepteur  des g l u c o c o r t i c o ~ d e s  sous forme transformée.  Le 
premier u t i l i s e  une méthode c l a s s i q u e  largement u t i l i s é e  par  l e s  s p é c i a l i s t e s  dans  ce  
domaine. Il s ' a g i t  de l a  chromatographie s u r  support  polyanionique (DNA-cellulose c t  
phosphocel lu lose) .  Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus é t a i e n t  moyens. 

Cependant, nous avons p r é f é r é  remplacer c e  p ro toco le  pa r  un a u t r e  pro tocole  o r i g i n a l  
de p u r i f i c a t i o n  u t i l i s a n t  l a  chromatographie d'échange d ' ions  à haute  performance (HPIEC)  . 
11 a é t é  m i s  au po in t  e t  t e s t é  s u r  l e  p l an  ana ly t ique  s u r  l e  r écep teu r  des g lucoco r t i co ides  
de f o i e  de l a p i n  pa r  P. Lustenberger .  Nous avons développé une méthode de p u r i f i c a t i o n  
en deux é tapes  du récepteur  des g lucoco r t i co ldes  de  f o i e  de r a t  dans un but p r é p a r a t i f .  
La première é t a p e  u t i l i s e  l a  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  de protamine, l a  deuxième é t ape  
1'HPIEC. La p répa ra t ion  obtenue a é t é  p u r i f i é e  1200 f o i s  environ avec un rendement de 
23 %. Le r écep teu r  p u r i f i é  a é t é  c a r a c t é r i s é  du p o i n t  de vue physicochimique, e t  s ' e s t  
r é v é l é  i den t ique  à l a  p r o t é i n e  n a t i v e  p ré sen te  dans l e  cy toso l .  

Nous avons e n s u i t e  envisagé  de compléter  l a  p u r i f i c a t i o n  p a r  une méthode t o u t  récemment 
d é c r i t e  dans l a  l i t t é r a t u r e .  Cel le-ci  c o n s i s t e  en une chromatographie d ' a f f i n i t é  du récep- 
t e u r  s u r  une colonne d'ADN-agarose, contenant  l'ADN spéc i f ique .  Nous avons é t u d i é  l e s  
cond i t i ons  de f i x a t i o n  à l ' aga rose  d'un polymère de l a  séquehce spéc i f i que  de l i a i s o n  du 
r écep teu r  des g lucoco r t i co ides  p r é s e n t s  s u r  l e  gène-'de l'hormone de c ro i s sance  humaine. 
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INTRODUCTION 

L e s  hormones g lucocor t icoldes  ont  une inf luence  s u r  l a  

cro issance ,  l a  d i f f é r e n t i a t i o n ,  e t  l a  fonction d'un grand nombre de 

t i s s u s  e t  de types c e l l u l a i r e s .  La réponse à c e s  hormones s e  manifes te  

par  des e f f e t s  ca tabol iques ,  comme l a  l y s e  e t  l a  mort des c e l l u l e s  

lymphoïdes, e t  pa r  des e f f e t s  anaboliques comme l ' i nduc t ion  d'un 

nombre l i m i t é  d'enzymes dans l e s  c e l l u l e s  hépatiques.  

Des données expérimentales ont  montré clairement que c e s  

e f f e t s  ont  l i e u  grâce  à l ' e x i s t e n c e  de récepteurs  i n t r a c e l l u l a i r e s ,  

so lubles  e t  de  na tu re  essent ie l lement  protéique.  

L'hormone pénèt re  dans l a  c e l l u l e  c i b l e  e t  forme un 

complexe avec l e  récepteur.  Ce complexe s u b i t  ensu i t e  une é tape  de 

transformation au cours de l a q u e l l e  il acqu ie r t  l a  capac i t é  de l i e r  

l e  DNA. Après t r ans loca t ion  l e  complexe hormone-récepteur va pouvoir 

i n t e r a g i r  au niveau de l a  chromatine e t  a i n s i  modifier l ' express ion  

génétique ( f i g u r e  1)  . 
La recherche d a n s . l e  l a b o r a t o i r e  d ' accue i l  s ' i n s c r i t  dans 

l e  cadre  de l ' é t u d e  du mécanisme moléculaire d 'ac t ion  des hormones 

glucocort ico?des.  E l l e  a  pour bu t  de p r é c i s e r  l e s  modalités de 

l ' i n t e r a c t i o n  stéroïde-récepteur des  g lucocor t icoldes  e t  d ' i d e n t i f i e r  

l e s  paramètres responsables de l ' a c t i v i t é  biologique du Complexe 

hormone-récepteur. C e t t e  étude ne  pourra ê t r e  pra t iquée  que su r  

du récepteur  hautement p u r i f i é .  

La p u r i f i c a t i o n  du récepteur  appara î t  donc comme une é tape  

indispensable à l ' é t u d e  du mécanisme d 'ac t ion  des glucocort ico?des,  

mais e l l e  se trouve confrontée à des  d i f f i c u l t é s  qu i  t iennent  au 

f a i b l e  taux c e l l u l a i r e  des récepteuxs e t  à l e u r  grande i n s t a b i l i t é  

en 1 'absence d'hormone. 



Figure 1 - Mécanisme d'action des  tioraones glucocorticoidcs LIU n i v c n u  des 

c e l l u l e s  ciblvti 

1 .  PBnBtration c e l l u l a i r e  de l'honuone 
2. Liaison de l 'horwne  au récepteur 
3. Trûiisforniation du coinplexc liormone-réccp teu r 

5 .  Interactioii avec lc géiioaie 
6 .  Recyclage et  r6yulatioa du taux da rbcepteur 

4 .  Translocation du complexa transfonn6 vars l c  noyau 



Un t r a v a i l  rigoureux r é a l i s é  au s e i n  de n o t r e  l a b o r a t o i r e  

a permis de p u r i f i e r  à l ' a i d e  de l a  chromatographie d ' a f f i n i t é ,  en 

présence de molybdate, e t  de c a r a c t é r i s e r  l e  récepteur des glucocor- 

t i co ldes  sous forme non transformée (Idziorek 1985). Dès l o r s ,  une 

approche complémentaire a é t é  envisagée, e l l e  concerne l a  p u r i f i c a t i o n  

du récepteur  sous forme transformée. C'est  e l l e  qui  a f a i t  l ' o b j e t  de  

n o t r e  t r a v a i l  dans l e  cadre  de c e t t e  thèse. 

Après a v o i r  é t é  déçu par  l ' u t i l i s a t i o n  des méthodes chroma- 

tographiques c l a s s iques ,  nous avons développé un protocole  de pur i f  i- 

ca t ion  basé  su r  l a  chromatographie d'échange d ' ions à haute  performance, 

ayant un c a r a c t è r e  q u a n t i t a t i f .  

Les r é s u l t a t s  obtenus pa r  c e t t e  méthode sont  t r è s  i n t é r e s s a n t s  

e t  nous ont  i n c i t é  à chercher à achever l a  p u r i f i c a t i o n  par  une 

de rn iè re  é tape  spéci f ique .  Une technique récemment apparue, e t  q u i  

n 'a  pas encore é t é  appliquée au récepteur  semble bien adaptée pour 

remplir c e t t e  tâche. Il s ' a g i t  d'une chromatographie d ' a f f i n i t é  

hautement spéc i f ique  qu i  cons i s t e  à coupler covalentiel lement un poly- 

mère de l a  séquence nucléotidique spéci f ique  de l a  l i a i s o n  au récepteur  

des g lucocor t icoïdes  s u r  support conventionnel du type agarose. 

Nous sommes encore en phase de m i s e  au point  de  c e t t e  technique. 

1 - STRUCTURE ET PONCTION DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

A - MECANISME D'ACTION DES HORMONES GLUCOCORTICOIDES 

En 1962, Jenson e t  Jacobson, montrent pour l a  première f o i s  

une l i a i s o n  spéc i f ique  de l ' e s t r a d i o l  marqué au t r i t i u m ,  à l ' u t é r u s  

de  r a t ,  organe c i b l e  pour l e s  oestrogènes. Dès l o r s  un grand nombre 

d ' informations a pu ê t r e  obtenu e t  un modèle du mécanisme' d ' ac t ion  

des hormones s t é r o ï d e s  a pu ê t r e  é t a b l i .  La f i g u r e  1 montre l e  ~ 
c a s  des hormones g lucocor t icoIdes .  

1 )  Pénét ra t ion  c e l l u l a i r e  du s t é r o ï d e  .................................. 

Le c o r t i s o l ,  une f o i s  l i b é r é  de s a  p ro té ine  por teuse ,  va 

t r a v e r s e r  l a  membrane de l a  c e l l u l e  c i b l e  par  un mécanisme j u s q u ' i c i  l 
peu exploré.  hypothèse l a  p lus  communément admise e s t  l e  passage 1 
du s t é r o ï d e  par  s imple d i f fus ion.  Toutefois ,  p lus ieu r s  travaux tendent 1 
à montrer que l e  t r anspor t  des s t é r o ï d e s  e s t  de type a c t i f  ( ~ i l g r o m  1 
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d . 1 9 7 Y a Y  A l l e r a  a d. 1980). L'hypothèse de l ' e x i s t e n c e  d e  

récepteurs  s t é ro fd iens  membranaires a  é t é  proposée par  Litwack d d. 

1975, Cependant e l l e  a  é t é  démontrée d'une manière ind i scu tab le  par  

Baulieu . 1978, Godeau C d .  1978, dans l e  cas p a r t i c u l i e r  

du récepteur  à progestérone de l 'ovocyte de Xênop~. 

2) Liaison de l'hormone au récepteur  ............................ ---- 

La r é a c t i o n  de l i a i s o n  du s t é r o ï d e  à son récepteur  e s t  

r é v e r s i b l e  e t  répond à l ' express ion  : 

La l i a i s o n  n ' e s t  pas  covalente e t  l e s  mesures de l ' e n t r o p i e  

(Snochowski &. 19809 suggèrent q u ' e l l e  e s t  essentiel lement d e  type 

hydrogène. 

Le récepteur  des g lucocor t icoldes  l i e  un grand nombre d e  

s t é r o ï d e s  n a t u r e l s  ou synthét iques ( f i g u r e  2 ) .  Ces s t é r o ï d e s  peuvent 

ê t r e  agonis tes  ou antagonis tes  au niveau de l a  réponse b io logique  

indu i t e  par  l a  l i a i s o n .  La s p é c i f i c i t é  de l i a i s o n  dépend de l a  n a t u r e  

du s t é ro ïde .  La l i a i s o n  e s t  modifiée p a r  un c e r t a i n  nombre de paramètres 

physico-chimiques : l e  pH optimum est de  7 ,2  e t  l ' a f f i n i t é  augmente avec 

l a  f o r c e  ionique p a r  l e  renforcement des i n t e r a c t i o n s  hydrophobes 

(Blanchardie et d. 1979). 

3) Transformation -------------- i 
Cet te  é t a p e  correspond à l ' a c q u i s i t i o n  par  l e  complexe 

hormone-récepteur de l a  capaci té  à l ier l e  DNA ou l a  chromatine. 

Depuis s a  mise en évidence hl v a 0  s u r  système a c e l l u l a i r e  ( ~ i g g i n s  

& cd. 1973 ; Milgrom &.1973b), c e  phénomène a f a i t  l ' o b j e t  d e  

t r è s  nombreux travaux qu i  ont  é t é  récemment d i scu tés  dans p l u s i e u r s  

revues (Danzé 1983 ; Grody a. 1982 ; Milgrom & d. 1981, Higgins 



3.1. Moyens d 'obtention de l a  t ransformation 

La transformation a é t é  d é c r i t e  d'abord par  des  études b~ u h .  

Les f a c t e u r s  a i n s i  u t i l i s é s  pour provoquer c e l l e - c i  son t  donc en grande 

p a r t i e  des modificat ions de paramètres physicochimiques. I l  s ' a g i t  en 

p a r t i c u l i e r  de  l ' é l é v a t i o n  de  l a  température e t  l 'augmentation de l a  

f o r c e  ionique. 

Malgré l e  f a i t  que l a  q u a n t i t é  de complexes transformés 

par  l a  f o r c e  ionique semble ê t r e  supérieure à c e l l e  obtenue p a r  

l ' é l é v a t i o n  de l a  température (Bai l ly  e;t d. 1978), l a  p lupar t  des  
l 
l 

au teurs  optent  pour l a  deuxième a l t e r n a t i v e .  En e f f e t ,  l ' a c t i o n  de 

l a  f o r c e  ionique e s t  l e n t e  e t  présente  un e f f e t  maximal à une concen- 

t r a t i o n  en KC1 0,4M. Cela compromet l ' u t i l i s a t i o n  de l ' e x t r a i t  

transformé pour l a  s u i t e  des opéra t ions ,  comme par  exemple l a  f i x a t i o n  

s u r  supports  polyanioniques. Au c o n t r a i r e ,  l ' é l é v a t i o n  de l a  tempéra- 

t u r e  semble b i e n  adaptée à c e t t e  s i t u a t i o n .  De p lus ,  l e s  études s u r  

l e  récepteur  des  glucocortico?des son t  r é a l i s é e s  sur  des  prépara t ions  

cytosol iques  contenues dans un tampon de f a i b l e  force  ionique e t  

nettement hypotonique. Ces condi t ions ,  dé jà  très éloignées de l a  1 

s i t u a t i o n  physiologique, sont  r é a l i s é e s  à 0°C pour maintenir  l a  

s t a b i l i t é  du complexe hormone-récepteur. Dans c e s  condi t ions ,  un 

chauffage modéré (généralement 20 à 25O) pendant 30 à 60 minutes 

pour l ' ob ten t ion  de l a  t ransformation,  appara î t  p lus  pra t ique .  

Les a u t r e s  f a c t e u r s  q u i  provoquent l a  transformation son t  

représentés  p a r  1' é lévat ion  du pH, l a  d i l u t i o n ,  e t  1' in te rven t ion  

d'un éventuel  i n h i b i t e u r  de p e t i t  poids moléculaire enlevé par  d i l u t i o n ,  

g e l - f i l t r a t i o n  ou d ia lyse .  

3.2. Moyens de c a r a c t é r i s a t i o n  des récepteurs  ' transformés 

De nombreuses techniques e x i s t e n t  actuel lement pour m e t t r e  

en évidence l a  transformation. 



3 . 2 . 1 .  Méfiade basée  swr te ptLUZcipe d e  Riainan a u x  

noyaux et au PNA. 

Les premières études sur la transformation (Kalimi d.1973 ; 

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

foie de rat. Actuellement, la plupart des auteurs utilisent le DNA 

greffé à de la cellulose pour détecter les complexes transformés. 

Ce support, plus pratique à manipuler a été préféré aux noyaux 

isolés malgré la perte de détection observée par Simons 1977 et 

Lefebvre e;t a l .  1979. 

3 . 2 . 2 .  Chnonatognapkie d'échange d ' i o ~  

D'une façon générale, l'affinité du complexe transformé 

pour les échangeurs d'ions se trouve modifiée dans un sens acidophile. 

On observe une affinité accrue pour la phosphocellulose, l'héparine 

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

11 semble maintenant bien établi que le récepteur des 

glucocorticoides est une protéine acide (Milgrom,1973b, Parchman 1977 1. 

p près transformation, le récepteur devient plus basique, et de ce fait, 

son point isoélectrique augmente (Ben Or &t d. 1993, Dan26 et d. 1986). 

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 à la forme 4 s )  et en gel-filtration (passage de la 

forme non transformée de 7.8 nm de rayon de Stokes à la forme 

transformée de 5 nm de rayon de Stokes) et cela en présence de 



3.3. Facteurs d'inhibition de la transformation 

Depuis son identification comme agent stabilisant pour le 

récepteur des glucocortico~des (Niel sen dd. 1977a,1977 b )  , le molybdate 
est utilisé pour stabiliser tous les récepteurs des stéroïdes en 

général (Nomad de.1980 ,Shyamala etal.1980). Mais l'action la plus 

importante du molybdate est l'inhibition réversible de la transfor- 

mation  ahme mer e;t d, 1984). Cet effet est maximum à une concentration 

de 10 mM. 

Le molybdate stabilise également le récepteur contre 

l'inactivation provoquée par l'addition d'une forte quantité de sel . 

à 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 a d. 1984, Hubbard d, 

1982) et stabiliserait une forme du récepteur inactivé par déphos- 

phorylation (~ousley d d. 1984). 
Le mécanisme d'action du molybdate reste encore inconnu 

mais l'hypothèse d'une interaction directe avec le récepteur est 

très vraisemblable. 

Cependant d'autres oxyanions de certains métaux de transi- 1 

tion tels que les ions vanadate (Nishigori d .  1980) et tungstate ~ 
(Murakami &X d.1982) ,semblent avoir:un effet similaire à celui du molybdate. 

D'autre part, Dahmer d. 1984 décrivent un inhibiteur endogène 

thermostable de faible poids moléculaire (PLI < 700) dont les effets 
semblent similaires à ceux du molybdate et dont la nature chimique 

reste inconnue. De même Barnett & d .  1983 suggèrent l'existence 

d'un inhibiteur endogène de haut poids moléculaire. 

D'autres auteurs (Nishigori & d.1 980,Toft ad.1979,Leachet &. 
1979, Barnett & d.  1980) ont constaté l'effet de ralentissement 

I 

sur la transformation de certains inhibiteurs de phosphatases, tels 

que le lévamisole, les ions fluorure et arséniate. i 



3.4. Modèles proposés pour l a  transformation 

La d i v e r s i t é  des  f a c t e u r s  induisant  l a  transformation a i n s i  

que l 'é tendue des  modificat ions physicochimiques du complexe 

hormone-récepteur, rendent d é l i c a t e  l ' i n t e r p r é t a t i o n  du mécanisme 

moléculaire. Il f a u t  espérer  que des prépara t ions  p u r i f i é e s  du 

récepteur  sous s e s  deux formes, a ideront  à r é a l i s e r  une étude pa r  une 

approche d i r e c t e  su r  l a  molécule proté ique  du récepteur,  ce  qui  

pe rmet t r a i t  d ' é t a b l i r  un schéma d é f i n i t i f  pour l a  t ransformation.  

I Cependant, p l u s i e u r s  au teurs  ont  essayé d 'organiser  les 

I connaissances a c t u e l l e s  autour de modèles hypothétiques. En e f f e t ,  

deux ques t ions  s e  t rouvent  au c e n t r e  des spéculat ions.  D'une p a r t ,  

est-ce que 1 ' é tape  de transformation est  r é v e r s i b l e  (Litwack (5t d .  

1985, Raaka e t  Samuels 1983, Vedeckis d d. 1985a)ou i r r é v e r s i b l e  ? 

(Munk e t  Holbrook, 1984) .  a autre p a r t ,  s i  l 'hypothèse de changement 

d e  t a i l l e  par  d i s s o c i a t i o n  de sous-unités semble admise, s ' a g i t - i l  

d'un mécanisme en  deux é tapes  ( ~ i t w a c k  4.t &. 1985, Munck e t  Holbrook, 

1984, Vedeckis d G.1985a)ou en une seu le  étape?(Raaka e t  Samuels 

1983) ( f igure  3 ). Ces quest ions n 'ont  pas encore reçu de réponse 

c l a i r e .  

En se r é f é r a n t  au modèle de l a  l o c a l i s a t i o n  cytoplasmique 

du récepteur,  c e t t e  é t ape  peut ê t r e  d é f i n i e  comme l e  passage des  

complexes hormone-récepteur transformés du cytoplasme v e r s  l e  noyau. 

O r ,  il a p p a r a î t  de p lus  en p lus  vraisemblable que l a  l o c a l i s a t i o n  du 

récepteur  e s t  p l u t ô t  nucléa i re .  Cet te  hypothèse a é t é  démontrée dans 

l e  c a s  du récepteur  des oestrogènes p a r  King e t  Greene ( 1  9841, Welsiions 

d. (1984) e t  a u s s i  dans l e  c a s  du récepteur  de  l a  p r ~ g ~ e s t é r o n e  (Gasc 

d &1984), t a n d i s  que pour l e  récepteur  des g lucocor t icoïdes ,  l e s  

r é s u l t a t s  sont  con t rad ic to i res .  

S i  l a  r é a l i t é  de c e t t e  hypothèse v i e n t  à ê t r e  démontrée d'une 

manière générale,  l ' é t a p e  de t r ans loca t ion  d o i t  ê t r e  remise en cause. 



Figure 3 - Modèles de l a  transformation 

1 .  Modèle à une seule  étape où l e  s i t e  de l i a i s o n  à l 'ADN 
e s t  démasqué par l a  dissociat ion des sous-unités. 

2 .  Modèle à deux étapes où l e  s i t e  de l i a i s o n  à 1 ' b N  e s t  
exposé par transformation du récepteur 4s .  



Depuis l a  mise en évidence du f a i t  que l e  DNA e s t  l ' é lément  

e s s e n t i e l  avec l eque l  l e  complexe hormone-récepteur i n t e r a g i t  ap rès  

t r ans loca t ion  (Yamamoto & cd . 1976), l e s  travaux s e  sont  m u l t i p l i é s  

pour comprendre l a  na ture  de l ' i n t e r a c t i o n  du complexe g lucocor t icolde  

récepteur  avec les cons t i tuan t s  du noyau c e l l u l a i r e  e t  son r ô l e  dans 

l a  r égu la t ion  de l ' express ion des gènes. Les r é s u l t a t s  concernant 

l ' i n t e r a c t i o n  ont  abou t i  à l a  conclusion que c e l l e - c i  s e r a i t  de type 

ionique e t  q u ' e l l e  i n t e r v i e n t  dans des s i t e s  accepteurs s e  t rouvant  

au niveau des p ro té ines  non h i s tones  ; l e  DNA a p p a r a i s s a i t  comme 

important dans l a  l i a i s o n ,  mais il n ' ava i t  pas é t é  m i s  en évidence 

de s i t e s  spéci f iques  à son niveau (Higgins et d. 1979). 

Les techniques u t i l i s a n t  l e s  ressources de l a  b io log ie  

moléculaire ont  permis d'aborder c e  problème e t  d ' abou t i r  à l ' a c q u i s i -  

t i o n  rap ide  de r é s u l t a t s  extrêmement importants.  

L'étude à l a  f o i s  de l a  s e n s i b i l i t é  des gènes régulés p a r  

l e s  g lucocor t icoides  en présence ou en absence de l e u r  environnement, 

e t  des gènes non régulés  par  l e s  g lucocor t icoides  auxquels on a 

conféré l a  s e n s i b i l i t é  à c e s  hormones, a  é t é  à l a  base de ces r é s u l t a t s .  

Le modèle q u i  a  été l e  p l u s  u t i l i s é  pour ces études e s t  c e l u i  

du v i r u s  tumorigène mannnotrope de l a  sour i s  (Hager d. 1984). L'étude 

de c e  r é t r o v i r u s ,  à l ' express ion c e l l u l a i r e  i n d u i t e  par  l e s  glucocor- 

t i c o i d e s ,  a  permis de  l o c a l i s e r  avec préc is ion  dans son fragment LTR 

des séquences spéci f iques  d'ADN nécessa i res  au con t rô le  de l a  

t r a n s c r i p t i o n  du provi rus  par  l e s  g lucocor t icoldes .  Ces séquences ont  

é t é  i d e n t i f i é e s  p a r  d iverses  expériences de t r ans fec t ion  c e l l u l a i r e ,  

e t  c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  s e  sont  révélées  également capables de l i e r  

& VW de  manière spéci f ique  l e  complexe glucocortico'ide-récepteur 
1 

p u r i f i é  sous forme transformée. Ces de rn ie r s  r é s u l t a t s ,  obtenus essen- 

t ie l lement  par  des expériences de p ro tec t ion  du DNA con t re  l ' a c t i o n  

de l a  DNase 1 ou l a  méthylation au niveau des régions l i é e s  au récep- 

t eu r ,  ont  é t é  récemment étendus à d 'au t res  gènes con t rô lés  par  l e s  

g lucocor t icoides  ( ~ e a t o  d. 1986 ; Schcidere i t  et d .  1986, E l i a r ù  
d. 1985, Moore et de. 1985). 



La séquence des s i t e s  de régula t ion  sens ib les  aux glucocor- 

t i c o i d e s  (Glucocorticoid Response Element "GRE") a p p a r a î t  hautement 

conservée dans d i f f é r e n t s  gènes provenant de d i f f é r e n t e s  espèces 

(home, rongeurs, poulet)  ; tous  ces  s i t e s  l i e n t  l e  récepteur  des  

g lucocor t icoides  du r a t  e t  présentent  une homologie de séquence 

bap t i sée  séquence "consensus", comportant en p a r t i c u l i e r  l 'hexanucléo- 

t i d e  TGTTCT. Le tableau 1 montre des exemples de séquences "consensus" 

présentant  un maximum d'homologie e n t r e  e l l e s .  Les moyens d isponibles  

actuel lement,  comme l e s  séquenceurs automatiques d 'o l igonucléot ides ,  

e t  l a  synthèse chimique permettent  de r é a l i s e r  l a  synthèse de l a  

séquence hautement spéci f ique  du récepteur  des g lucocor t icoldes .  

B - STRUCTURE DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

l 
l 

Les d i £  f  i c u l t é s  que posent 1 ' i n s t a b i l i t é  e t  l a  f a i b l e  

concentrat ion c e l l u l a i r e  du récepteur pour sa p u r i f i c a t i o n  sont  à 

l ' o r i g i n e  de l ' absence  d'un modèle s t r u c t u r a l  d é f i n i t i f .  Toutefois ,  

c e r t a i n s  auteurs  ont  pu é t a b l i r  des modèles hypothétiques d 'organisa-  

t ion  moléculaire du récepteur.  Pour c e l a ,  i l s  ont  d'abord u t i l i s é  des 

méthodes c l a s s iques ,  e t  par  l a  s u i t e ,  i l s  ont bénéf i c i é  du r e n f o r t  

du marquage d ' a f f i n i t é ,  e t  des c a r a c t é r i s a t i o n s  immunochimiques. 

Enfin, l ' e x i s t e n c e  de souches c e l l u l a i r e s  mutantes de s o u r i s  f ab r iquan t  

un récepteur  anormal ou tronqué, a  appor té  une con t r ibu t ion  qui  est 

l o i n  d ' ê t r e  négl igeable  à l a  compréhension de c e t t e  s t ruc tu re .  

1.1. Carac té r i s t iques  physicochimiques 

La p u r i f i c a t i o n  du récepteur  non transformé s t a b i l i s é  

par  l e  molybdate .(Grandies 1984, Lustenberger & d. 1982 e t  1985, 

Idziorek 1985b, Weisz & d. 1984) a cont r ibué  d'une manière 

déc i s ive  à sa c a r a c t é r i s a t i o n .  Ainsi ,  il a é t é  é t a b l i  que l e  complexe 

hormone-récepteur non transformé a un poids  moléculaire compris e n t r e  

300 e t  330 KD, une constante de sédimentation de 8-10s e t  un rayon 

de Stokes 7 à 8,5 nm. La transformation de ces complexes e s t  accompagnée 



I Eléments régulateurs des hormones stéroïdes 
- -  - - ---- -- - - 

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 12 14 16 Nucleotide m. 

MN I 
MTV Ila 
Mt I I  
hGH 
RUG I 
RUG II 
RUG III  
P M ~  
Lys I 
Lys II 

G G T T  
T G G T  
C G G T  
G G G C  
C T G T  
C C G G  
G T G T  
A C T G  
A A A A  
T G A C  

-- - 

A C A A A C T G T T C T  
A T C A A A T G T T C T  
A C A C T G T G T C C T  
A C ' A A T G T G T C C T  
T C A C T C T G T T C T  
A C A C G G A G T C C T  
C A G T C T T G T T C T  
A C A C G C T G T C C T  
T  i C C T C T G T G G C  
A A  C  T  G T . A . G A A C  A 

T T A G C C A A T G T  
i G 

W 
Homologie principale 

Homologie large 

Tableau 1 - Exemples de séquences consensus présentant un maximum d'homologie 

a entre e l l e s .  

métallothionéine (Mt II) , hormone de croissance humaine (~GH) 

Utéroglobine de lapin ( r ~ ~ . ~ - ~ ~ I ) ,  DNA ribosomal e t  lysozyme de 

poulet (ch LYS. 1 e t  I I ) .  ~ c h e i d e r e i t ,  e t  a l  1986. 



d'une r éduc t ion  d e  t a i l l e  menant à une forme p l u s  p e t i t e  sédimentant 

e n t r e  4 e t  5S, d e  rayon d e  Stokes 5 à 6 nm, s o i t  un poids molécula i re  

d 'envi ron  90 à 100 KD. Le p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  semble augmenter 

d ' ap rè s  Ben O r  & d. 1983, Danzé d!. 1986). 

Enfin,  il a é t é  c la i rement  montré que l e  r écep teu r  e s t  

une phosphoprotéine (Sanchez a U X .  1985, Grandics et &. 1984, 

Housley e t  P r a t t  1983, Miller-Diener d. 1985, Kurl e t  Jacob 1984, 

Singh e t  Moudgil 1985). 

1.2. Modèles proposés pour l e  r écep teu r  non t ransformé 

Les modèles proposés récemment pa r  Sherman cZlt d . 1 9 8 3  e t  Vedeck i s  

1983b ( f i g u r e s  4 ,  5) suggèrent  que l e  récepteur  non t ransformé 

s e r a i t  un oligomère comportant p l u s i e u r s  sous-uni tés  dont l a  d i s soc i a -  

t i o n  condui t  à l a  forme transformée (f i gu re s  3 e t  4 ) .  Les deux modèles 

ne t ranchent  pas  e n t r e  une s t r u c t u r e  homooligomérique où l e  r écep teu r  

s e r a i t  c o n s t i t u é  d e  l 'assemblage d e  s o u ~ u n i t é s  l i a n t e s  i d e n t i q u e s ,  

e t  une s t r u c t u r e  hétérool igomérique où d i v e r s  f a c t e u r s  p ro t é iques  ou 

non s e r a i e n t  a s s o c i é s  à une s e u l e  sous-unité.  Des arguments en  faveur  

de  c e t t e  d e r n i è r e  hypothèse v iennent  d ' ê t r e  récemment appor t é s  par  

Gehring &. 1985 e t  Okret CU?. 1985. Toutefo is ,  il r e s t e  à 

i d e n t i f i e r  l e s  f a c t e u r s  a s s o c i é s  à l a  sous-uni té  l i a n t e  pour d i s s i p e r  

l e s  i n c e r t i t u d e s  q u i  en tourent  c e t t e  quest ion.  L ' ex i s t ence  d e  

f a c t e u r s  p r o t é i q u e s  ( l e s  RBF, "Recepteur Binding Fac tors" ) ,  d 'une  

molécule d'ARN d'un c o n s t i t u a n t  l i p i d i q u e  e t  un i n h i b i t e u r  d e  l a  

t ransformat ion  thermostab le  de  f a i b l e  poids molécula i re  a é té  d é j à  

proposée e t  d i s c u t é e  récemment (Formstecher 1 986) . 
2) Récepteur t ransformé .................... 

2.1. C a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques l 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques é t a b l i e s  s u r  des  

p répa ra t ions  cy toso l iques  (rayon d e  Stokes,  Constante  de sédimentat ion,  

p o i n t  i s o é l e c t r i q u e )  s o n t  du même o r d r e  que c e l l e s  obtenues s u r  du 

r écep teu r  p u r i f i é  t ransformé (Eisen e t  Glinsmann 1978, Westphal e t  

Beato 1980, Moudgil et &. 1985, Wrange C?;t d. 1984, Gametchu e t  

Harr i sson  1984, Govindan e t  Gronemeyer 1984). Cependant on peu t  
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F igure  4 - Modèle molécula i re  des  récepteurs  s t é r o l d i e n s  d 'après  
Sherman ( 1  983a) e t  c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques 
des d i f f é r e n t e s  formes observées (RNP = r ibonuclSoprot  é ines)  
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Figure  5 - Modèle molécula i re  de Vedeckis (1983b) e t  tableau d e s  
p r o p r i é t é s  physicochimiques des  d i f f é r e n t e s  formes de 
récepteur  avec en p a r t i c u l i e r  l e s  concen t ra t ions  en sa1  
des p i c s  d ' é l u t i o n  après  chromatographie s u r  d ive r s  suppor ts  
(DT non r e t enu ,  RBF : r ecep to r  b inding f a c t o r s ,  IMI : 
iodoacé tamide) 



a f f i rmer  avec c e r t i t u d e  que l e  récepteur  transformé p u r i f i é  a un 

poids moléculaire de 90 à 100 KD, suivant  l e s  espèces animales. Ce 

poids a é t é  obtenu à p a r t i r  des paramètres hydrodynamiques e t  l ' ana lyse  

en gradient  de polyacrylamide du récepteur  p u r i f i é  (Wrange C!A a. 1979, 

Govindan 1980 ) ou marqué de  manière covalente par  l e  mésylate de 

dexaméthasone (Simons e t  Thompson 1981, Eisen d d.  1981) ou pa r  

photoaff i n i t é  (Dellweg d d .  1982, Nordeen QX d.  1981, Wrange L d  al. 

1984). Le poids moléculaire de 40 KD rapporté par  l e  groupe de  Beato 

(Westphal et cd. 1980 e t  1981) r é s u l t e r a i t  d'une protéolyse  p a r t i e l l e .  

Il a un rayon de Stokes de 6 nm e t  un c o e f f i c i e n t  de sédimentation 

de 3 , 5 ~ 2  0 , 2 ~  selon l a  f o r c e  ionique du tampon (Wrange et d. 1979). 

Pour l e  groupe de Beato (Climent C!A d. 1977, TJestphal et d .  1980), 

pour Atger a d. 1976 , Eisen d d. 1975, Grandics d. 1984, 

l e  c o e f f i c i e n t  de sédimentation e s t  de 4S, c e  qui  correspond aux va leurs  

obtenues pour l e  récepteur transformé cytosolique.  En DEAE-cellulose, 

il e s t  é lu6  e n t r e  0,16 e t  0,2M de KC1 ou NaCl (Govindan d. 1978, 

Wrange a d.  1979). Pour Grandics d .  1984, l a  f o r c e  ionique 

d ' é l u t i o n  est 0,08 M de NaCl. 11 possède un point  i s o é l e c t r i q u e  s u r  

acrylamide de  5,8 (Wrange d .  1979) ou 6,O (Eisen & d. 1975, 1976, 

1978, Singh 1985). Singh e t  Moudgil (1985) montrent de p l u s  que 

l e  complexe H-R transformé p u r i f i é  e s t  un bon s u b s t r a t  de phosphory- 

l a t i o n  V& sous 1 ' ac t ion  d'une k inase  AMPc-dépendante en Résence  

de nagnésium. Pour Kurl QX &.(i 984) e t  M i l l e r - ~ i e n e r  &t d - 1  985)11act iv i té  

k inas ique  s e r a i t  po r t ée  pa r  l e  récepteur  lui-même qui  s'autophosphory- 

l e r a i t .  Sanchez (1986), à l ' encon t re  d e  ces r é s u l t a t s  montre c la i rement  

que l e  récepteur  p u r i f i é  grâce à un immunoadsorbant por t an t  un 

an t i co rps  monoclonal ant i-récepteur n ' a  aucune a c t i v i t é  k inas ique ,  

pas p lus  d ' a i l l e u r s  que l a  proté ine  90-92K q u i  l'accompagne en présence 

du molybdate (Housle./ d. 1985, Sanchez & d .  1985). 

Tous ces  r é s u l t a t s  é t a b l i s s e n t  de manière c l a i r e  que l e  

récepteur  est une phosphoprotéine. Pour l ' i n s t a n t  aucune v a r i a t i o n  

du taux de phosphorylation du récepteur  lui-même n ' a  pu ê t r e  mesurée 

e t  c o r r é l é e  avec son a c t i v i t é  biologique. 



2.2. U t i l i s a t i o n  des a n t i c o r p s  mono- e t  polyclonaux 

Le r écep teu r  transformé p u r i f i é  (10-30 2 d'homogénéité) a 

permis l ' o b t e n t i o n  d ' an t i co rps ,  polyclonaux d'abord, p u i s  monoclonaux, 

dont l ' u t i l i s a t i o n  p r i n c i p a l e  a é t é  l a  l o c a l i s a t i o n  immunocytochimique 

du r écep teu r  à g1ucocortico"ies (Eisen 1982, Okret 1983, Antakly 0 d. 

1984). Ces é tudes  on t  montré que l e  r écep teu r  e x i s t e  sous une forme 

n u c l é a i r e   ovinda dan et d . 1 9 8 0 ,  Antakly eR: cd. 1984). I l s  ont  également 

permis d e  nombreuses é tudes  s u r  des  r écep teu r s  de  c e l l u l e s  de lymphome 

d e  s o u r i s   estph ph al d d. 1980) e t  permis de  montrer que l e  r écep teu r  

p o u r r a i t  être un hétéropolymère (Gustaffson,  communication pe r sonne l l e ) .  

Le groupe d e  Gustaff son (Okret a d. 1981, Carlstedt-Duke 

1979, Gustaffson d d . 1 9 8 4 )  on t  u t i l i s é  un a n t i c o r p s  po lyc lona l  pour 

i d e n t i f i e r  l e  domaine immunogène du r écep teu r  transformé ap rès  l ' emplo i  

d'enzymes p r o t é o l y t i q u e s  s u r  du c y t o s o l  incubé. C '  e s t  un fragment 

q u i  peut  ê t r e  obtenu fac i lement  p a r  hydro lyse  ménagée avec  l a  chymotryp- 

s i n e ,  son poids  molécula i re  s e  s i t u e  e n t r e  40 e t  50 KD. 11 a é t é  a u s s i  

i d e n t i f i é  p a r  Dellweg e t  d. ( 1 9 8 2 ) ~  Gehring e t  Hotz (1 983) s u r  d e s  

p répa ra t ions  marquées de  manière covalen te .  Vedeckis (1 985b) suggère 

que son p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  e t  s a  charge  n e t t e  sont  v o i s i n s  de  ceux 

du complexe non pro téo lysé .  

2.3. P ro t éo lyse  l i m i t é e  du r écep teu r  p u r i f i é  

Wrange d. (1984) ont  u t i l i s é  un récepteur  p u r i f i é  couplé  

cova len t i e l l emen t  à l ' a cé ton ide  de  t r iamcinolone  r a d i o a c t i f  par  

p h o t o a f f i n i t é  pour l e  soumettre à l ' a c t i o n  de  l a  t r y p s i n e  ou de l a  

chymotrypsine.11 a p p a r a î t  a i n s i  un fragment d e  39 KDa q u i  r e t i e n t  

l'hormone e t  est capable  de  s e  l ie r  à l a  DNA-cellulose ; l e  fragment 

39 KDa n ' e s t  p l u s  capable  d e  l i e r  l e s  a n t i c o r p s  d i r i g é s  c p n t r e  l e  

94 KDa. Ce fragment  peut  encore ê t r e  dégradé p a r  l a  t r y p s i n e  mais pas  

pa r  l a  chymotrypsine pour donner deux fragments de  25 e t  27 Kd, dont  l e  

p l u s  p e t i t  s e  p r é s e n t e  sous forme non dénaturée  e t  conserve encore  l a  

c a p a c i t é  d e  l ie r  l e  s t é r o ï d e .  Il s ' a g i t  du mérorécepteur, il a é t é  

i d e n t i f i é  p a r  p l u s i e u r s  a u t e u r s  (Sherman cd. 1978, 1983 ; C a r l s t e d t -  

Duke &t d. 1979 ; Holbrook d. 1983 , Stevens d cd 1981a, 

Vedeckis 1983, Wrange cd. 1978 e t  1984). 



2.4. Modèles du récepteur  transformé 

~ ' e r n ~ l ~ i  de l a  protéolyse  l i m i t é e  e t  des an t i co rps  a  conduit l e s  

groupes de Gustaffson (Carlestedt-Duke d. 1982, ~ u s t a f f  son et cd. 

1986) e t  de Vedeckis (1985a, b)  à proposer des modèles t r è s  vo i s ins  

d 'organisa t ion  en domaine du polypeptide 90-98 KD monomère du récepteur  

des g lucocor t icoIdes  ( f igure  6) .  Vedeckis (1985b) a  vu dans l e s  

p ropr ié t é s  s t r u c t u r a l e s  e t  fonc t ionne l l e s  des d ive r s  mutants de 

récepteurs  observés dans l e s  lymphomes de s o u r i s ,  des arguments en 

faveur de l a  d i s p o s i t i o n  s é q u e n t i e l l e  su ivante ,  à p a r t i r  de l ' e x t r é m i t é  

N-terminale : s i t e  de l i a i s o n  au s t é r o ï d e ,  s i t e  de l i a i s o n  à l'ADN 

pu i s  s i te  modulateur. Nous a l l o n s  v o i r  que l ' é l u c i d a t i o n  de l a  séquence 

complète du cDNA codant pour l e  récepteur  des g lucocor t icoïdes  a  

b ien  confirmé l ' e x i s t e n c e  de ces t r o i s  domaines e t  p r é c i s é  l e u r  

d i s p o s i t i o n  dans l a  molécule. 

2.5. Séquence complète du cDNA codant pour l e  récepteur  

des  glucocort ico?des 

Au cours de l a  mise au point  d'un protocole  de p u r i f i c a t i o n ,  

l e s  améliorat ions prennent en compte deux c r i t è r e s  en même temps : l e  

taux de p u r i f i c a t i o n  e t  l e  rendement. Généralement, quand l ' u n  

augmente, l ' a u t r e  diminue, c e  qu i  ne va pas sans poser de problèmes, 

d ' au tan t  p l u s  que l e  récepteur e x i s t e  en t r è s  f a i b l e  quan t i t é  dans 

l a  c e l l u l e .  Les quelques ug récupérés après  l a  p u r i f i c a t i o n  ne 

permettent généralement que des études de c a r a c t é r i s a t i o n .  Cela a  

rendu l e s  approches d 'études d i r e c t e s  s u r  l a  molécule r é c e p t r i c e  

t r è s  l imi tées , '  

Devant c e t t e  s i t u a t i o n ,  les auteurs  s e  sont i n t é r e s s é s  

aux méthodes d'approches i n d i r e c t e s .  La p lus  spec tacu la i re  é t a n t  l a  

prépara t ion  d ' an t i co rps  ant i - récepteur .  La p a r t  q u ' e l l e  a  p r i s e  dans 

l e s  études q u i  ont  permis l ' é l u c i d a t i o n  des séquences complètes d e s  

cDNA codant pour l e s  récepteurs des g lucocor t icoldes  n ' é t a n t  pas l e  

moindre exemple. 

En e f f e t ,  c e  d e r n i e r  r é s u l t a t  a  marqué un tournant  dans 
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T r y p s i n e  a chymotryps ine  
PapaZne T r y p s i n e  
E x t r a i t  1 ysosomial  Papaïne 

E x t r a i  t 1 ysosomial  
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I I I I 1 
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4 - 1 6 ~ * ~ 1 3 ~ * /  
I I 
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Figure 6. - Organisation en domaines fonctionnels du monomère de 
récepteur des glucocorticoIdes selon a) Gus tafsson ( 1986),  
b) Vedeckis (1985a,b). On distingue le domaine de liaison 

au stéroïde A, le domaine de liaison à l'ADN B, et le 
domaine imunogène modulateur C. 



l a  recherche  du r écep teu r ,  son a c q u i s i t i o n  n ' a  pas é t é  obtenue sans  

peine,  il a f a l l u  une c o l l a b o r a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  p l u s i e u r s  groupes 

a s s o c i a n t  l e  p l u s  souvent des  équipes complémentaires s p é c i a l i s é e s ,  

l e s  unes dans l a  b i o l o g i e  molécula i re  des gènes e t  l e s  a u t r e s  dans  

1 ' é tude  des  r écep teu r s  des  g lucocor t i co ides .  

2 . 5 . 1 .  Clonage du cVNA du t~écepXeun d u  g l u c o c o ~ t i c o Z d ~  

Pour c e l a ,  l e s  a u t e u r s  o n t  f a i t  appe l  aux c e l l u l e s  

tumorales d ' o r i g i n e  murine e t  humaine c h o i s i e s  pour l e u r  contenu 

é l evé  en r écep teu r  e t  donc en ARN-messager codant  pour c e t t e  p r o t é i n e .  

Dans un premier temps, un a n t i c o r p s ,  d e  p ré fé rence  monoclonal a n t i -  

r écep teu r  s e r t  à prépa re r  des  polysomes e n r i c h i s  en ARN-messager. 

Cel le -c i  e s t  e n s u i t e  f r ac t ionnée  s u r  o l i g o  dT c e l l u l o s e .  L'ARN poly  A 

e n r i c h i  (1-2 % codant  pour l e  r écep teu r )  obtenu e s t  c loné  dans l e s  

phages h g t  10 e t  g t  1 1  a f i n  d ' a v o i r  une l i b r a i r i e  de  cDNA. Les 

c lones  p o s i t i f s  son t  s é l ec t ionnés  p a r  c r i b l a g e  q u i  s e  f a i t  à l ' a i d e  

s o i t  d 'un a n t i c o r p s  an t i - r écep teu r ,  s o i t  s u r  d o t  b l o t ,  s o i t  par  sonde 

o l igonuc léo t id ique  s p é c i f i q u e  d'un morceau de séquence d é j à  connu. La 

d e r n i è r e  é t a p e  du séquençage permet d ' o b t e n i r  l a  sGquence complète.  

C e t t e  s t r a t é g i e  a  é t é  employée pour é l u c i d e r  l a  séquence complète du 

cDNA du gène du r écep teu r  des  c e l l u l e s  hépa t iques  du r a t  (Miesfeld ~t Ci?. 

1986). E l l e  a  é t é  u t i l i s é e  légèrement modif iée par  Govindan e t  cd. 
1985 e t  p a r  Weinberger & d . 1 9 8 5 a ,  Hollenberg e t  d .  1985 dans l e  

c a s  du r écep teu r  humain. 

2.5.2. Séquence du cDNA du m2cepteutt d a  g l u c o c o t t i c o d d e ~  
1 
1 

La séquence complète codant pour l e  r écep teu r  humain (Hollenberg 

et d. 1985) montre l ' e x i s t e n c e  de  deux v a r i a n t e s  cc e t  B .  L a  d i f f é -  

rence e n t r e  l e s  deux s e r a i t  l ' absence  dans l a  v a r i a n t e  B d'une 

c y s t é i n e  du c ô t é  C-terminal impliquée dans l a  l i a i s o n  à l ' a c é t o n i d c  

de  t r iamcinolone.  

D ' au t r e  p a r t ,  Weinberger et d. (1985b) a  proposé pour l e  

r écep teu r  des  g lucocor t i co ldes  l ' o r g a n i s a t i o n  en domaines r ep ré sen tée  

s u r  l a  f i g u r e  7 . 



~ i g u r e  7 - Domaines de l a  structure primaire du récepteur des 

glucocortico7des. 

Les domaines immunogènes (IMM) , de l ia i son  probable 

à l 'ADN (DNA) e t  au stéroïde (HOR) sont indiqués. 

NH2 

, 

DNA IMM 

9 

HOR 
- 

COOH 



La p a r t i e  N-terminale de  l a  proté ine  p o r t e r a i t  l a  région 

immunogène. La moi t ié  C-terminale s e r a i t  impliquée dans l a  l i a i s o n  

du récepteur  à l ' A D N  ; l ' e x t r é m i t é  C-terminale du récepteur e s t  

e s s e n t i e l l e  à l a  l i a i s o n  du s t é ro ïde .  

Nous remarquons que c e t  enchaînement ne correspond pas  aux 

prévis ions  formulées par  Vedeckis (1985b) s u r  l a  base de son modèle 

hypothétique. 

C - CONCLUSION l 

Durant l e s  d ix  dernières  années, l e s  r é s u l t a t s  concernant 

l a  fonction e t  l a  s t r u c t u r e  du récepteur  des glucocort icoIdes ont  

é t é  t r è s  abondants e t  t r è s  i n t é r e s s a n t s ,  mais pas encore s u f f i s a n t s  pour 

é luc ide r  clairement l e s  problèmes du nombre e t  l a  na tu re  des sous- 

u n i t é s ,  de l a  phosphorylation ou des f ac teur s  cytosoliques indispen- 

sab les ,  c e  q u i  pe rmet t r a i t  d ' i d e n t i f i e r  e t  de c a r a c t é r i s e r  l a  forme 

n a t i v e  v r a i e  du récepteur.  Cela condu i ra i t  à mieux comprendre 

l ' é t a p e  de l a  transformation. 

Les méthodes mises en oeuvre actuellement dans c e t t e  recherche 

sont  nombreuses e t  f o n t  appel à d i v e r s  domaines : l a  b io log ie  

moléculaire,  l'immunologie, l a  c r i s t a l l o g r a p h i e .  Cela montre l a  

d i f f i c u l t é  du s u j e t .  Il f a u t  espérer  que l a  p u r i f i c a t i o n  avance 

suffisamment pour rendre poss ib le  des  manipulations d i r e c t e s  s u r  l a  

molécule proté ique  récep t r i ce .  



DEUXIEME P A R T I E  

P U R I F I C A T I O N  DU RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

SOUS FORME TRANSFORMEE - GENERALITES E T  

RESULTATS PERSONNELS 



1 - PURIFICATION DU RECEPTEUR TRANSFORME PAR LES PROTOCOLES DEJA 

DECRITS A CE JOUR. 

La mise au po in t  d'une méthode de p u r i f i c a t i o n  hautement 

s é l e c t i v e  e t  r ap ide  e s t  d'une importance c a p i t a l e .  Cela t i e n t  au 

f a i t  que l e  récepteur  e s t  une p ro té ine  extrêmement l a b i l e  e t  q u ' e l l e  

e s t  présente dans l a  c e l l u l e  à des concentra t ions  t r è s  f a i b l e s .  A c e l a  

s ' a j o u t e  une d i v e r s i t é  de  forme q u i  ne f a i t  qu'augmenter l e s  d i f f i c u l t é s  

pour l e  choix de  l a  méthode de p u r i f i c a t i o n ,  e t  quand on s a i t  en p lus ,  

qu'on e s t  l i m i t é  dans l e  choix de l a  source de t i s s u s  r i ches  en 

récepteurs ,  on comprend aisément q u ' i l  f a u t  aborder l e  problème de 

l a  p u r i f i c a t i o n  avec une s t r a t é g i e  b ien  é tudiée .  

Néanmoins, nous disposons actuellement de moyens t r è s  

importants pour é v i t e r  l e s  approches qu i  peuvent nous indu i re  en 

e r reur .  A c e t  égard, il y a l i e u  d ' ê t r e  s a t i s f a i t  de l a  présence 

de fac teur s  s t a b i l i s a n t s ,  qui  non seulement augmentent l a  durée de 

v i e  du récepteur ,  mais permettent a u s s i  d 'améliorer  l a  sépara t ion  des 

t r o i s  formes du récepteur  (forme non l i é e  au s t é r o ï d e ,  forme l i é e  

non transformée, forme l i é e  transformée). 

Nous évoquons i c i  par t icul ièrement  l ' importance du 

molybdate. En e f f e t ,  c e t  oxyanion à une concentrat ion de 10-20 mM 

présente  un double e f f e t  ; d'une p a r t  il s t a b i l i s e  l e  récepteur  

non l i é  (Blanchardie &t CU?. 1983), en bloquant à l a  f o i s  l ' i n a c t i v a t i o n  

de type physicochimique provoquée pa r  l 'augmentation de l a  fo rce  

ionique e t  l a  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammonium e t  l ' i n a c t i v a t i o n  en 

p a r t i e  enzymatique provoquée par  l 'augmentation de l a  température 

(Leach & &. 1979, Naray . 1983). D 'aut re  p a r t ,  l e  molybdate 

empêche l a  t ransformation du complexe H-R, que c e  s o i t  par  l'augmen- 

t a t i o n  de l a  température ou l ' é l é v a t i o n  de l a  fo rce  ionique (Leach 

& &. 1979). L ' exp lo i t a t ion  conjuguée de ces  deux e f f e t s  a eu pour 

r é s u l t a t  de f a i r e  avancer d'une manière spec tacu la i re  l a  p u r i f i c a t i o n  

du récepteur sous forme non transformée, a l o r s  que c e l l e - c i  a p p a r a i s s a i t  



au dépar t  compromise en comparaison avec c e l l e  du récepteur  sous 

forme transformée. 

A p r i o r i ,  il e s t  évident ,  pour l a  p u r i f i c a t i o n  du 

récepteur  sous forme transformée, q u ' i l  f a u t  é v i t e r  l ' u t i l i s a t i o n  

du molybdate e t  l e s  oxyanions ayant un e f f e t  s imi la i r e .  Dans ce  c a s ,  

l e s  au teurs  ont essayé au mieux d'augmenter l a  s t a b i l i t é  du récep teur  

transformé en u t i l i s a n t  l e s  agents  s t a b i l i s a n t  des groupements t h i o l s  

(mercaptoéthanol, DTT), l e  g lycérol  e t  l e s  i n h i b i t e u r s  de protéases  

(PMSF par  exemple). Malheureusement, tous c e s  a r t i f i c e s  ne s u f f i s e n t  pas 

à eux s e u l s  pour p a l l i e r  au problème de l a  s t a b i l i t é .  Toutefois ,  l e s  

progrès l e s  plus n e t s  sont  à mett re  au compte de l a  r a p i d i t é  dans 

l a  r é a l i s a t i o n  des procédures chromatographiques e t  de l a  l i m i t a t i o n  

du nombre d 'é tapes  des protocoles proposés. 

Dans c e  mémoire, nous nous l imi terons  à commenter l a  

p u r i f i c a t i o n  du récepteur  transformé. En ef fe t ,  l a  p u r i f i c a t i o n  du 

récepteur  non transformé a f a i t  l ' o b j e t  de thèses  b ien  d é t a i l l é e s  

( Idz iorek ,  1985) (Lustenberger, 1986) . 

A - LES METHODES DISPONIBLES 

l 

La prépara t ion  à l ' é t a t  pur du récepteur  n é c e s s i t e  p l u s i e u r s  1 
étapes ,  e t  tou te  l a  d i f f i c u l t é  c o n s i s t e  à sé lec t ionner  e t  à enchainer  I 
l e s  d i f f é r e n t s  procédés u t i l i s é s .  I 

Deux c r i t è r e s  permettent d 'évaluer  l ' i n t é r ê t  d'une méthode : I 
l e  degré ou taux de p u r i f i c a t i o n  e t  l e  rendement. Le taux de p u r i f i -  l 
c a t i o n  e s t  estimé à chaque étape en mesurant l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  

du récepteur ,  c 'est-à-dire l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  rapportée à l a  

concentra t ion  t o t a l e  des proté ines .  Mais l e  po in t  l e  p lus  important 

r e s t e  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  q u a l i t a t i v e  du récepteur  purif ié ' .  Pour c e l a  

on d ispose  d'un é v e n t a i l  assez d i v e r s i f i é  de méthodes permettant de  

conclure à l ' i d e n t i t é  du matér ie l  p u r i f i é .  Nous a l lons  dans un premier 

temps procéder à une desc r ip t ion  des d i f f é r e n t e s  méthodes c l a s s iques  



q u i  ont  é t é  u t i l i s é e s  pour p u r i f i e r  l e  récepteur transformé e t  

ensu i t e ,  nous présenterons d'une manière plus complète l e s  supports  

polyanioniques dont l ' u t i l i s a t i o n  dans l a  même i n t e n t i o n  a rappor té  

l e s  mei l leurs  r é s u l t a t s .  

 étape pré l imina i re  commune à tous l e s  protocoles sans 

exception c o n s i s t e  à homogénéiser un t i s s u  animal (généralement 

l e  f o i e )  ou des c e l l u l e s  i s o l é e s  ( f o i e  ou t i s s u s )  dans un tampon. 

Cet homogénat e s t  soumis à une u l t r a f i l t r a t i o n ,  l a  f r a c t i o ~  limpide 

ou surnageant représente  l e  cytosol  de dépar t .  

Les premières t e n t a t i v e s  de p u r i f i c a t i o n  du récepteur  

transformé ont  u t i l i s é  l a  g e l  f i l t r a t i o n  mais avec des r é s u l t a t s  

décevants c a r a c t é r i s é s  pa r  un t r è s  f a i b l e  rendement. En e f f e t ,  

Hackey e t  P r a t t  (1971) dans un protocole  de p u r i f i c a t i o n  du récepteur  

de  f i b r o b l a s t e s  de sour i s ,  en quat re  é tapes  u t i l i s e n t  l a  g e l - f i l t r a t i o n  

en première e t  t ro is ième étape ; e n t r e  l e s  deux, i l s  p r é c i p i t e n t  avec 

l e  s u l f a t e  d'ammonium e t  terminent l a  p u r i f i c a t i o n  par  une chromato- 

graphie  s u r  DEAE-cellulose. Litwack t?;t d .  1973 après une chromato- 

graphie  s u r  DEAE-Sephadex 50 déposent 1' é l u a t  s u r  gel-f i  l t r a t i o n  

Sephadex 100. Même s i  ces  de rn ie r s  ont  obtenu un rendement me i l l eu r  

que c e l u i  des premiers au teurs ,  il n 'en  r e s t e  pas moins que l a  g e l -  

f i l t r a t i o n  conventionnelle  s ' e s t  avérée une technique à portée 

l i m i t é e  pour l a  p u r i f i c a t i o n  du récepteur  transformé. Nous même 

l ' u t i l i s o n s  pour d e s s a l e r  et enlever l e  s u l f a t e  de protamine de l a  

prépara t ion  du récepteur ,  obtenue pa r  p r é c i p i t a t i o n  de c e  de rn ie r .  

 autre technique u t i l i s é e  dans l e s  protocoles de p u r i f i c a t i o n  

c la s s ique  et q u i  a déçu l a  p lupar t  des auteurs  e s t  c e l l e  de l a  

p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  d'ammonium. En e f f e t ,  on s ' é t a i t  v i t e  rendu 

compte q u ' e l l e  é t a i t  à l ' o r i g i n e  de  phénomènes d 'agrégation i r r é v e r s i b l e  

(Hackney e t  P r a t t  1971, Rousseau &t cd. 1975). 
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termine quand l e  mélange e s t  sec.  L'eau r é s i d u e l l e  e s t  éliminée par  

lyoph i l i sa t ion .  Puis  l a  poudre e s t  resuspendue dans environ 20 volume 

de TE e t  l a i s s é e  à 4OC pendant une n u i t .  Après deux lavages pour 

enlever l e  DNA n 'ayant  pas r é a g i ,  l a  DMA c e l l u l o s e  e s t  stockée dans 

l e  tampon TE p lus  NaCl 0,15 M. Le rendement c a l c u l é  p a r  mesure au 

spectrophotomètre du DNA l i b r e  dans l e  surnageant du lavage e s t  

d 'environ 50 %. L'étape c r u c i a l e  de  c e t t e  technique est l e  séchage 

à l ' a i r .  En e f f e t ,  s i  c e l l e - c i  v i e n t  à ê t r e  oubliée e t  que s e u l e  l a  

lyoph i l i sa t ion  e s t  r é a l i s é e ,  l e  rendement de f i x a t i o n  du DNA diminue 

de moi t ié .  

L'inconvénient de c e t t e  méthode e s t  que l a  f i x a t i o n  du 

DNA b i c a t e n a i r e  n'implique pas de l i a i s o n  covalente.  

Pour é t u d i e r  l e  comportement des complexes e n t r e  l e s  h i s tones  e t  l e  

DNA i rmnobi l i sé ,~ iag ion i  & cd. (1978) avaient  besoin d'un support 

DNA-cellulose par t icul ièrement  s t a b l e ,  qui  non seulement comporterait  

des l i a i s o n s  covalentes ,  mais s e r a i t  a u s s i  capable de r é s i s t e r  aux 

pH extrêmes ( su r tou t  l e s  pH a l c a l i n s ) .  

I l s  ont  t rouvé que l a  c e l l u l o s e  a c t i v é e  avec l e  chlorure  

cyanurique é t a i t  t r è s  convenable pour l a  prépara t ion  de t e l s  supports .  

La c e l l u l o s e  a c t i v é e  e s t  obtenue par  l a  méthode de Smith ef: d.1974.Le 

DNA (0,2 à 2 mgIl) dans une so lu t ion  non tamponnée, e s t  mélangé 

avec de  l a  c e l l u l o s e  (100 mglml), puis  l a i s s é e  sous a g i t a t i o n  pendant 

une heure à 4OC. Le mélange e s t  ensu i t e  f i l t r é  puis  t r a i t é  à 

l 'éthanolamine à pH 8 pour désactiver l e s  fonct ions  t r i ch lo roaz iny l  

n 'ayant  pas réagi .  La DNA-cellulose récupérée par  f i l t r a t i o n  e s t  lavée  

abondamment à l ' eau  d i s t i l l é e .  La quan t i t é  de DNA l i é  e s t  ca lcu lée  

par  deux méthodes, s o i t  pa r  mesure au spectrophotomètre du DNA non 

l i é  p résen t  dans l e  f i l t r a t  à l a  f i n  de l a  r éac t ion ,  s o i t  par détermi- 

na t ion  du phosphate l i é  à l a  c e l l u l o s e  (Zilversmit  & de. 1950). Le 
I 

rendement s e  s i t u e  e n t r e  80 e t  97 %, selon l a  q u a n t i t é  de DNA mise 

dans l e  mifieu réac t ionne l  ( f i g u r e  8 ) .  Cet te  méthode présente  

l ' avantage  de coupler  du DNA b i c a t é n a i r e  e t  de  met t re  à notre  dispo- 

s i t i o n  un support qu i  s e  c a r a c t é r i s e  par  une grande s t a b i l i t é ,  même 

après t ra i tement  à l ' u r é e  e t  aux pH a l c a l i n s .  Le seul  inconvénient 

r é s ide  dans l e s  précaut ions  q u ' i l  f a u t  prendre pour manipuler l e  
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chlorure cyanurique. 

La troisième variété de méthode que nous proposons dans 

cette revue est celle qui a été mise au point par Moss et a l .  (1981) 

(Figure 9). C'est une technique très efficace pour coupler par une 

liaison covalente le DNA à la cellulose. Le pont de couplage est 

réalisé grâce à un oxiranne bifonctionnel. Contrairement à ce que 

l'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, 

l'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 ~g de DNA/mg de cellulose le rendement est de 90 %. Ce dernier 

chute à 53 % quand le rapport est de 12 ~g/rng. 

Le Fevre d d. (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 à partir d'une concen- 

tration de 9 ~g D N A / ~ ~  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 

à ces normes. 

2.2. Applicationde la DNA-cellulose et autres supports 

polyanioniques à la purification du récepteur 

transformé 

L'importance de cette technique s'est révélée au vu de 

l'abondance des publications qui sont apparues ces dix dernières 

années, et où les auteurs ont alterné essentiellement chromatographie 



s u r  phosphocellulose e t  s u r  DNA-cellulose. La c a r a c t é r i s t i q u e  

commune à tous l e s  protocoles ,  c ' e s t  q u ' i l s  comportent généralement 

au moins deux é tapes  ; l e  cytosol  incubé en présence de  l'hormone e s t  

chromatographié s u r  phosphocellulose ou DNA-cellulose en tampon de 

f a i b l e  f o r c e  ionique,  avec un d é b i t  assez  rapide.  Au cours de c e t t e  

é tape ,  seu les  les proté ines  ayant une a f f i n i t é  pour l e s  groupements 

anioniques sont  retenues e t  éliminées. Le volume exclu renfermant l e  

récepteur  e s t  a l o r s  exposé à 25OC, c e  qui  permet l a  conversion du 

complexe hormone-récepteur sous l a  forme transformée. Le complexe 

a c q u i e r t  a l o r s  une f o r t e  a f f i n i t é  pour l e  DNA ou l a  phosphocellulose. 

Une seconde chromatographie s u r  l e  même support avec un débi t  p l u s  

l e n t  permet l ' adsorp t ion  du récepteur  (en pr inc ipe ,  il ne r e s t e  pas 

de p ro té ines  é t rangères  ayant une a f f i n i t é  vis-à-vis du support) .  

Après lavage,  l ' é l u t i o n  e s t  obtenue par  un gradient  de fo rce  ionique. 

Etant donné que seu l s  l e s  complexes hormone-récepteur voient  l e u r  

a f f i n i t é  augmenter pour l e  support après  l ' a c t i v a t i o n ,  on peut 

espérer  récupérer  des prépara t ions  pures du récepteur.  ( f igure  10) . 
Nous n'avons pas jugé u t i l e  de d é c r i r e  l e s  d i f f é r e n t s  

protocoles  ayant  s e r v i  à p lus ieur s  auteurs  pour p u r i f i e r  l e  récepteur  

transformé, e t  nous présentons simplement un tableau (vo i r  Tableau II) 

q u i  résume l ' e s s e n t i e l  de  c e  quia  é t é  r é a l i s é  dans c e  domaine. P a r  

con t re ,  nous avons analysé at tent ivement l e s  r é s u l t a t s  e t  nous avons 

dégagé un - c e r t a i n  nombre de remarques. 

- Il appara î t  évident  que l a  p u r i f i c a t i o n  du récepteur l i é  

à l'hormone sous forme transformée e s t  f o r t  r é a l i s a b l e .  

- Les r é s u l t a t s  rappor tés  par  l e s  d i f f é r e n t s  au teurs ,  n e  

conduisent pas, sauf une ou deux exceptions,  à des prépara t ions  pures 

à l 'homogénéité. Ceci s ' expl ique  par  l a  capac i t é  l i m i t é e  de l a  

DNA-cellulose à séparer  du récepteur l e s  proté ines  q u i  l i e n t  l e  DNA 

e t  q u i  sont  é luées  à l a  même concentrat ion en s e l  que l e  récepteur  

transformé. Cependant, l e  r é s u l t a t  l e  p lus  i n t é r e s s a n t  a é t é  obtenu 

par  Wrange & d. (1979). En e f f e t ,  c e t t e  équipe, dans l e  souci  de 

p a l l i e r  au problème q u i  v i e n t  d ' ê t r e  évoqué, a d'une p a r t  r é a l i s é  
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Première colonne 

ACTIVATION A 20°c 

HR HR - 
HR PENDANT 30 min 

0 

Deuxième colonne 

HR* 
ELUTION AVEC NaCL 0,5 M 

HR* HR* 

Figure 10 - Principe de la purification par DNA ou phosphocellulose. 
P l ,  P2, P3, P4, P5, P6 : diverses protéines à éliminer. 

HR : complexe hormone-récepteur non activé 

HR* : complexe hormone-récepteur activé. 



TABLEAU II - Purification du récepteur transformé par divers protocoles utilisant essentiellement 
la phospho et la DNA-cellulose. 

AUTEURS 

EISEN 1978 

WRANGE 1979 

GOVINDAN 1984 

ATGER 1976 

BEATO 1980 

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

P.M. : Poids moléculaire 

W 
h) 

METHODES UTILISEES 

DNA-cellulose 

DNA-cellulose + DEAE Sepharose 

DNA-cellulose + DEAE Sepharose 

Chromato d'affinité + 
DNA-cellulose 

Phosphocellulose + précipitation 
sulfate N H 4  + DEAE-Sephadex 

Phosphocellulose + precipitation 
sulfate NH4 + gradient de 

saccharose 

T.L. sur 
DNA-cellulose 

1 1  .O00 

6.700 

2.700 

1,3 

RE SULTATS 

T.P.tota1 

1 1  .O00 

8.500 

6.500 

7.800 

94 O 

59.000 

. 
CARACTERISATION 

P.M. 

rien 

94 

9 2 

40 

Rendement 
% 

90 

25-30 

15 

6 3 

24 

2 

Pureté % 

80 

60 

62 

A.S. 

896 

6,6 

6,7 

0,4 



l'élution de la DNA-cellulose par le phosphate de pyridoxal 0,01 My 

et le Mg Cl2  range et a1.1984), 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 à pH 7,8.Le recours à cette dernière étape 

lui a permis d'avoir une préparation pure à l'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 à 1 heure, à l'exception d'Atger (1976) et 

Gametchu ( 1984) qui ont utilisé l'artifice qui consiste à faire 

augmenter la force ionique. Cette étape, indispensable et incontour- 

nable, réalisée à l'aide de la chaleur, permet au mieux de n'avoir 

que 50 à 60 % maximum des complexes hormone-récepteur partiellement 

purifiés sous forme transformée. Tout récemment, Govindan et 

Gronemeyer ont publié un protocole impressionnant, identique dans 

son principe à celui de Wrange & &. (1979, 1984), mais qui se 
distingue.de ce dernier par un seul point. Il concerne l'introduction 

d'une seconde étape de transformation du volume exclu, récupéré 

après la deuxième chromatographie sur DNA-cellulose. Même si par 

ce biais, ces auteurs n'arrivent pas à améliorer le taux de purifi- 

cation, leur objectif d'augmenter le taux de transformation est 

toutefois atteint. 

-Nous avons noté que la multiplication des étapes de 

filtration-adsorption-transformation se 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 proposé un protocole en sept étapes, ils ont alterné 

filtration adsorption sur phospho- ou DEAE-cellulose, et précipitation 

par le sulfate d'ammonium, la dernière étape étant un gradient de 

sucrose préparatif. Certes le taux de purification a atteint une 

valeur maxirnum de 59000 fois et la préparation est pure à l'homogé- 

néité. Mais d'un autre côté, le rendement est très faible (3 %) et 

l'analyse des caractéristiques physicochimiques fait état d'une 

préparation dégradée. On ne saurait sous-estimer l'intérêt de ce 



t r a v a i l ,  mais p a r e i l l e  d u a l i t é  e s t  néanmoins génante. 

-En passant  en revue tous les r é s u l t a t s  t r a i t a n t  de l a  

p u r i f i c a t i o n  du récepteur transformé, on remarque que c e r t a i n s  au teurs  

mettent  en avant des taux de p u r i f i c a t i o n  t o u t  à f a i t  impressionnants,  

mais c e l a  n ' e s t  r i e n  devant l e  c a r a c t è r e  v a r i a b l e  de c e  c h i f f r e ,  d'une 

publ ica t ion  à une au t re .  E t  l ' o n  e s t  à même de  s e  poser l a  ques t ion  

de  l a  s i g n i f i c a t i o n  r é e l l e  de c e  c h i f f r e .  

Nous n 'ent rerons  pas dans une polémique de c e  c h i f f r e ,  

c e  n ' e s t  pas n o t r e  propos, mais nous évoquerons simplement l e  

problème posé par  l e  dosage de t r è s  f a i b l e s  quan t i t é s  de p ro té ines ,  

q u i  e s t  t r è s  probablement l a  cause d i r e c t e  du c a r a c t è r e  v a r i a b l e  du 

taux de p u r i f i c a t i o n .  En e f f e t ,  au l a b o r a t o i r e ,  une étude comparative 

menée par  Idz iorek  (1985) a  permis de  f a i r e  a p p a r a î t r e  l e s  d i f f é r e n c e s  

q u i  e x i s t e n t  e n t r e  t r o i s  méthodes t e s t é e s .  Deux d ' e n t r e  e l l e s  u t i l i s e n t  

l e  bleu de Coomassie ( ~ r a d f o r d ,  1976, Read 1981), l a  t ro is ième é t a n t  

c e l l e  de Lowry modifiée pa r  Bensadoun (1976). 

La conclusion p r inc ipa le  de  c e  t r a v a i l  e s t  que l e s  t r o i s  

techniques ne donnent pas de r é s u l t a t s  exacts .  E l l e s  donnent t o u t e s  

un é v e n t a i l  d e  réponses t r è s  va r i ab les  en fonct ion  des p ro té ines  

employées. A c e t  égard, l'exemple du récepteur  p u r i f i é  e s t  t r è s  

s i g n i f i c a t i f ,  l e  dosage a é t é  r é a l i s é  avec seulement deux méthodes : 

c e l l e s  de Bensadoun e t  de  Read. Les r é s u l t a t s  montrent que l ' é c a r t  

e n t r e  l e s  deux techniques correspond à un rappor t  de 1 à 3 .  Cela nous 

donne des r a i sons  pour penser que l e s  c h i f f r e s  q u i  indiquent l e s  

taux de p u r i f i c a t i o n  doivent ê t r e  considérés avec des réserves ,  e t  

q u ' i l  f a u t  l e s  analyser  en même temps que l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

physicochimiques. 

Enfin, l a  f a i b l e  quan t i t é  de récepteur  récupérée à l a  

f i n  de l a  prépara t ion  n ' a  permis jusqu 'a lors  que de p r é c i s e r  l e s  

paramètres physicochimiques du récepteur e t  d 'en  é t u d i e r  l e s  domaines 

s t ruc turaux a i n s i  que l a  l i a i s o n  à l ' A D N .  Il e s t  c l a i r  qu'avec d e  

t e l l e s  q u a n t i t é s ,  où l e  récepteur e s t  encore p lus  i n s t a b l e ,  il n e  

s a u r a i t  ê t r e  ques t ion  d'aborder l e s  études concernant l a  l i a i s o n  au 



s t é r o ï d e  e t  encore moins c e l l e s  du mécanisme de l a  transformation. 

Devant ces  d i f f i c u l t é s ,  l e s  auteurs  ont  développé des  appro- 

ches i n d i r e c t e s ,  l a  p lus  spec tacu la i re  é t a n t  l a   réparation 

d 'ant icorps  ant i - récepteur .  Ainsi ,  l e  groupe de Eisen (1980) a r é u s s i  

à préparer  un an t i co rps  qu i  reconnait  l e  récepteur n a t i f  e t  transformé 

e t  q u i  e s t  spéc i f ique  de l 'espèce.  ~ ' a n t i s é r u m  polyclonal  préparé par  

Okret ae. (1 981) reconnaît  l u i  a u s s i  l e  récepteur sous formcsnativb' 

e t  transformée , mais il semble non spéci f ique  de l ' espèce ,  n i  du 

t i s s u .   a autre p a r t ,  un ant icorps  monoclonal a é t é  obtenu par 

Gametchu e t  Harrisson (1984). Sa prépara t ion  n ' a  pas demandé de  

récepteur  hautement p u r i f i é  (1300 à 3200 f o i s ) .  

Ces an t i co rps  ont  d'abord joué un r ô l e  dans l a  c a r a c t é r i -  

s a t i o n  des domaines du récepteur ,  puis  i l s  ont  é t é  u t i l i s é s  e n s u i t e  

pour i s o l e r  l 'ADN complémentaire codant pour le  récepteur.  

3 - Conclusion ---------- 

Au vue de ces  protocoles ,  il semble c l a i r  que l a  DNA- 

c e l l u l o s e  p résen te  beaucoup plus d ' a t t r a i t s  que l a  phosphocellulose. 

En e f f e t ,  c e l l e - c i  a s e r v i  généralement seulement comme étape de  

p r é p u r i f i c a t i o n ,  grâce à s a  p r o p r i é t é  d ' ê t r e  s t a b l e  en présence du 

cytosol  suscep t ib le  de renfermer des DNAses, mais l ' inconvénient  que 

présente  l a  phosphocellulose e s t  q u ' e l l e  i n d u i t  elle-même l a  

transformation. 



B - RESULTATS PERSONNELS 

Au s e i n  de n o t r e  l a b o r a t o i r e ,  une é tude  minutieuse entamée 

pa r  Lustenberger (1981) e t  achevée pa r  Idz iorek  (1985) a  permis de  

préparer  du récepteur hautement p u r i f i é  sous forme non transformée. 

Dès l o r s ,  une étude complémentaire a  été envisagée, e l l e  concerne 

l a  p u r i f i c a t i o n  du récepteur sous forme transformée. Cet te  tâche  

nous a é t é  conf iée  dans l e  cadre  de  c e t t e  thèse .  Nous avons commencé 

n o t r e  étude pa r  l ' a p p l i c a t i o n  des méthodes d isponibles  qui  viennent  

d ' ê t r e  évoquées précédemment e t  qu i  sont  apparemment t r è s  e f f i c a c e s .  

1 .  Choix du protocole à u t i l i s e r  --------- ------------------- 

Quand nous avons décidé d'entamer l a  p u r i f i c a t i o n  du 

récepteur  transformé s u r  supports polyanioniques, no t re  e s p o i r  é t a i t  

b i en  mesuré, puisque l e s  publ ica t ions  apparues jusqu'alors  f a i s a i e n t  

é t a t  de r é s u l t a t s  suffisamment avancés pour qu'on ne puisse  pré tendre  

l e s  dépasser.  Notre o b j e c t i f  s e  s i t u a i t  dans une perspect ive  q u i  

v i s a i t  l e  développement d'une approche i n d i r e c t e  du récepteur 

transformé, comme par  exemple l a  production d 'ant icorps ,  ou l e  

marquage covalent  d ' a f f i n i t é .  

Devant l a  d i v e r s i t é  des protocoles  nous n'avions que 

l 'embarras du choix. Mais conscients  de nos moyens, nous l e s  avons 

adaptés à nos o b j e c t i f s ,  e t  c e l a  dans l e  r e spec t  de l a  q u a l i t é  de 

l a  méthode cho i s i e .  Ains i  par  exemple, il é t a i t  d i f f i c i l e  de  met t re  

en oeuvre l e s  protocoles  de Westphal ct cd. (1980), de Wrange et cd. 
(1979, 1984) e t  encore p lus  de Govindan e t  Gronemeyer (1 984) . 
En e f f e t ,  s i  ces  protocoles  dé t iennent  l e s  records des taux de  

p u r i f i c a t i o n  e t  des rendements, il f a u t  s i g n a l e r  que l eb  moyens 

employés pour l e u r  app l i ca t ion  sont  t r è s  importants.  Cependant nous 

é t i o n s  par t icul ièrement  sédu i t  par  l e  protocole d é c r i t  par  Eisen 

ct d. (1978). En e f f e t ,  c ' e s t  un protocole  simple en deux é tapes ,  

e t  q u i  donne selon l ' a u t e u r  un taux de p u r i f i c a t i o n  de 11 000 f o i s  

avec un rendement de 80 %. 



2. P r i n c i p e  du p ro toco le  c h o i s i  ------ ----- --------------- 

Les t r o i s  pub l i ca t ions  d e  Eisen reprennent  l e  même pro to-  

c o l e  avec des  perfect ionnements  s u c c e s s i f s .  Le p r i n c i p e  repose  s u r  

l ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  DNA-cellulose ; l a  technique d é f i n i t i v e  

comporte deux é t apes .  

- F i l t r a t i o n  s u r  DNA-cellulose en colonne du r écep teu r  

incubé non a c t i v é .  En mi l ieu  100 mM NaCl, l e  r écep teu r  passe  dans 

l e  volume exclu.  

- Après a c t i v a t i o n  p a r  l a  cha l eu r ,  une deuxième f i l t r a t i o n  

_ s u r  DNA-cellulose permet d 'adsorber  l e  r écep teu r  q u i  e s t  é lu6  en 

tampon contenant  NaCl 450 mM. 

3. Rapport de  charge -- ----------- - 

Le r appor t  d e  charge (volume du cytosol/volume de DNA- 

c e l l u l o s e )  u t i l i s é  pa r  Eisen e t  Glinsmann (1978) s u r  l a  première 

colonne d e  DNA-cellulose e s t  de  0,17. Celui  r appor t é  p a r  Wrange & &. 

(1979) e s t  d e  0,4-0,6 pour l a  phosphocel lulose u t i l i s é e  en première 

é t ape ,  e t  de 2-3 pour l a  première colonne de  DNA-cellulose u t i l i s é e  

en deuxième é tape .  Au cours  de  c e s  deux premières  é t a p e s ,  l e  taux  

des  p r o t é i n e s  pas se  d e  20-30 mg/ml à 1-1,5 mg/ml. Les r appor t s  

proposés p a r  Govindan e t  Gronemeyer (1984) s o n t  l e s  mêmes, e t  ceux 

proposés p a r  Beato cd d. (1980) s o n t  assez  v o i s i n s .  

Sur  c e  p o i n t ,  tous  l e s  a u t e u r s  son t  unanimes ; l e  r a p p o r t  

d e  charge f a i b l e  u t i l i s é  pour l a  première é t a p e  a  pour bu t  d e  

maximiser d ' adso rp t ion  des  p r o t é i n e s  non s p é c i f i q u e s ,  p r é s e n t e s  en 

grande q u a n t i t é  dans l e  cy toso l  e t  s u r t o u t  d e  permet t re  l a  f i x a t i o n  

des  p r o t é i n e s  ayan t  une f a i b l e  a f f i n i t é  pour l a  DNA-cellulose. S i  

c e l l e s - c i  ne  s o n t  pas  él iminées au terme de  c e t t e  é t a p e ,  e l l e s  

r i squen t  d ' ê t r e  é l u é e s  avec l e  r écep teu r  à l a  f i n  de  l a  'deuxième 

é tape .  Cela  a u r a i t  pour conséquence d e  diminuer l e  taux  de p u r i f i -  

c a t i o n  d e  l a  p répa ra t ion .  

Dans l ' é t a p e  d 'adsorp t ion  s p é c i f i q u e  s u r  DNA-cellulose, 

a p r è s  l a  t ransformat ion ,  l e  r appor t  de  charge d o i t  ê t r e  l e  p l u s  



élevé  poss ib le ,  puisque en diminuant l e  volume de l a  colonne, on 

diminue a u s s i  l e  volume dans lequel  s e r a i t  récupéré l e  récepteur  

p u r i f i é ,  ce  q u i  a u r a i t  pour conséquence d'augmenter s a  concentrat ion.  

4. P a r t i e  expérimentale --------- ---------- 

Dans nos expériences, nous sommes p a r t i s  du pr inc ipe  

du protocole  é t a b l i  par  Eisen (19781, e t  au vu des r é s u l t a t s  

obtenus, à l a  f i n  des manipulations, nous avons essayé d 'améliorer  

l a  p u r i f i c a t i o n  en changeant à chaque f o i s  un paramètre. Concernant 

tou tes  ces  manipulations, l a  procédure expérimentale é t a i t  l a  même. 

Les é tapes  sont  l e s  suivantes : 

- Préparat ion des colonnes chromatographiques 

- Prépara t ion  du cytosol  (vo i r  appendice technique) 

- Mesure de l a  l i a i s o n  au récepteur  (voi r  Appendice technique) 

- Isolement du récepteur 

- Dosage des proté ines  par  l a  méthode de Bensadoun ( v o i r  

appendice technique) 

- Carac té r i sa t ion  du récepteur  (Voir Résul ta ts )  

4.1 . ~ E é ~ a r a t i o n  des colonnes chromatographiques 

Au cours des premières t e n t a t i v e s ,  nous avons u t i l i s é  

des colonnes de  DNA-cellulose en première e t  en deuxième étape.  

Après une s é r i e  de r é s u l t a t s ,  nous avons cherché à remplacer l a  DNA- 

c e l l u l o s e  u t i l i s é e  en première é tape  par  un support q u i  a u r a i t  l e s  

mêmesprcpriétés e t  qu i  s e r a i t  moins onéreux. La phosphocellulose 

s e  p r ê t a i t  b ien  à c e t t e  tâche. Malheureusement, à l ' u sage  e l l e  

p r é s e n t a i t  un e f f e t  de dégradation s u r  l e  récepteur.  Nous avons 

v é r i f i é  que même s i  on e n l e v a i t  l a  première colonne d e  DNA-cellulose 

c e t  e f f e t  p e r s i s t a i t .  Dès l o r s ,  une a u t r e  a l t e r n a t i v e  a é t é  c h o i s i e ,  

e l l e  concerne l ' u t i l i s a t i o n  d'une colonne d1Ultrogel  sDNA. Dans un 

premier temps nous avons comparé c e l l e - c i  à l a  DNA-cellulose e t  

e n s u i t e  l 'avons u t i l i s é e  comme é tape  de  p répur i f i ca t ion .  

Pour préparer  ces  colonnes, nous avons procédé de l a  même 

manière pour chacune d ' e n t r e  e l l e s  (vo i r  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 l'adsor- 

rion sur DNA-cellulose. 

Le cytosol incubé avec de l'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 exc lu. 

4.2 .1 .2 .  Phaspho cet PNA-c&uRabe 

Le cytosol incubé avec de l'hormone radioactive est déposé 

sur la colonne de phosphocellulose. Le lavage s'effectue à débit 

élevé avec le tampon A ou bien le tampon F. Le volume exclu est 1 

l 
déposé sur une colonne de DNA-cellulose. Le lavage est aussi 1 

rapide que lors de la première colonne. Le volume exclu sera récu- ~ 
péré. 1 

La suite des opérations est la même pour les deux cas 

évoqués ci-dessus. Le volume exclu recueilli est chauffé à 25°C 1 
pendant 30 minutes (c'est la transformation), il est ensuite déposé 1 
sur la colonne de DNA-cellulose et incubé pendant 45 à 120 minutes. Le 1 
lavage s'effectue avec le tampon B ou bien le tampon F. Le comptage 

s'effectue au fur et à mesure que les fractions sont collectées, 

ce qui nous permet de suivre l'évolution du lavage et de savoir 

quand il faut l'arrêter. ~'élution se fait avec les tampons C ou G. 

Les fractions sont comptées au fur et à mesure qu'elles sont collec- 

tées. Quand la radioactivité devient négligeable, l'élution est 

arrêtée. 



Le dosage d'activité sur l'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 - Bésultats et discussion ....................... 
5.1. Application du protocole établi par Eisen a d .  1978 

Le rapport de charge que nous avons utilisé pour la première 

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 l'incubation dans 

la ~remière colonne qui était sans doute trop longue et qui conduisait 

à une transformation des complexes dans cette colonne où ils se 

trouvaient en partie retenus. Une autre partie est dégrad6e après 

la transformation et avant et pendant la charge sur la deuxième 

colonne. Le même protocole réalisé dans les mêmes conditions,mais 

seulement avec une réduction du ternns.dlincubation dans la ~remière 

colonne(ce temps était de 2 heures dans les premiers essais, il a 

été réduit de moitié ) nousadonné à peu près les mêmes résultats négatifs. 

Dans le protocole établi par Eisen eZ: cd. 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 première colonne et deux heures 30 pour 

la seconde colonne) tenaient compte des données théoriques à 

savoir par exemple, que l'incubation prolongée dans la première 

colonne permettrait l'adsorption du maximum de protéines et d'enzymes. 

Nous en avons conclu qu'il fallait faire des filtrations rapides 

sur la première colonne et des incubations moins lonques sur la 

seconde. 

Dans l'incapacité d'avoir un grand volume de DNA-cellulose, 

nous avons essayé de la remplacer dans la première étape par un 

support qui aurait les mêmes propriétés et qui serait nettement 

moins onéreux. 

Dans les protocoles rapportés par Wrange & a l ,  1979, 

Govindan et Gronemeyer 1984,Climent 1976,1977, le choix a été 

porté sur la phosphocellulose. En effet, ce support utilisé en 

première étape permet d'éliminer selon ces auteurs 75 % des protéines 

non spécifiques. 
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Figure 11 - Profil de lavage et d'élution de la deuxième colonne 

de DNA-cellulose. 

Le cytosol (10 ml) est appliqué sur la première colonne (2,5 x 5 ciii) de 
DNA-cellulose (15 ml). Le lavage s 'effectue avec le tampon A, 1 e 
débit est de 0,6 ml/min. Des fractions de 1.5 ml sont collectées. 
~'élution s'effectue dans les mêmes conditions. Les fractrions du pic 
de lavage (15 ml) sont rassemblées et chauffées puis congelées. Aprcis 
décongélation, elles sont déposées ( 1  2,5 ml) sur la deuxième colonrie 
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 
mêmes condition*) 



L'aut re  problème auquel nous é t i o n s  confrontés e s t  c e l u i  

du temps. Généralement l a  f i l t r a t i o n  s u r  l a  première colonne de 

DNA-cellulose s e  f a i s a i t  en f i n  de journée, e t  en a t tendant  l e  

lendemain, on conge la i t  l e s  f i l t r a t s .  Ce t t e  étape de congélat ion 

s ' e s t  avérée n é f a s t e  pour l e  récepteur  ; e l l e  a é t é  remplacée 

par  une incubation en présence de l'hormone. Enfin, nous avons jugé 

que l a  concentrat ion en s e l  du tampon proposé par  Eisen cd. 1978 

pour l a  préparat ion du cytosol  s e r a i t  un peu élevée. Nous l ' avons  

r é d u i t e  de moi t ié  en remplaçant l e  tampon A pa r  l e  tampon B .  

5.2. Mise en oeuvre du protocole  modifié 

Les rappor ts  de charge pour l a  phosphocellulose, l a  

première e t  l a  seconde colonne de DNA-cellulose sont respectivement 

de 0,4,  0,73, 0,86. 

A l ' é l u t i o n  de  l a  colonne de phosphocellulose e t  de l a  

première colonne de DNA c e l l u l o s e ,  nous avons décelé l a  présence 

d'un p i c  correspondant probablement à l a  forme transformée du 

récepteur .  Cela confirme l e  f a i t  dé jà  s igna lé  par  Atger e t  Milgrom 

1976, à savoir  qu'un contac t  avec l a  phosphocellulose, même s ' i l  e s t  

relat ivement c o u r t ,  accé lè re  l ' a c t i v a t i o n  du récepteur e t  e n t r a î n e  

sa t ransformation.  

Au terme de ces  t r o i s  é tapes ,  nous ne récupérons presque 

pas d ' a c t i v i t é .  

Le f a i t  de diminuer l a  q u a n t i t é  de cytosol  de dépar t  ou 

d 'é l iminer  l a  première colonne de DNA-cellulose ne modifie pra t ique-  

ment pas l e s  r é s u l t a t s .  Parallèlement au déroulement de l a  manipu- 

l a t i o n ,  nous avons s u i v i  l ' é+o lu t ion  du récepteur  s u r  une colonne de 

g e l - f i l t r a t i o n  en HP?,C (TSK ~ 3 0 0 0 ) .  Deux f r a c t i o n s  sont  i n j e c t é e s ,  

l a  première avant  l a  t ransformation (après f i l t r a t i o n  s u r  phospho- 

c e l l u l o s e )  e t  l a  seconde après  l a  t ransformation.  La f i g u r e  12 

montre l e  p r o f i l  obtenu. Nous remarquons que l a  forme transformée 

du récepteur  n ' appara î t  pas e t  q u ' i l  s ' a g i t  l à  d'une a u t r e  forme p lus  

p e t i t e  q u i  l i e  encore l e  s t é ro ïde ,  e t  q u i  e s t  ass imi lée  au 

mérorécepteur. C 'es t  l e  p lus  p e t i t  fragment du récepteur transformé, 

il a é té  d é c r i t  conune é t a n t  l e  résultat de l ' a c t i o n  de protéases  

endogènes, dont probablement l a  colpaine,  protéase  a c t i v é e  pa r  l e  I 
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Figure 1 2  - Chromatographie de g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC : cont rô le  

ana ly t ique  du récepteur  transformé e t  non transformé. 

Deux a l i quo te s  (200 p l )  du volume exclu l e  premier de l a  coionne 
de phosphocellulose ( -1, e t  l e  second de l a  première colonne 
de DNA-cellulose (-.--.-1, mais q u i  a é t é  transformé de ce cas  
sont  i n j e c t é s  dans une colonne de g e l - f i l t r a t i o n  TSK G3000 SW 
équ i l i b r ée  dans un tampon Tris-HC1 20 mM, contenant du molybdate 
e t  du mercaptoéthanol. 100 p l  de chaque f r a c t i o n  sont  comptés 
en r ad ioac t iv i t é .  

Vo e t  Vt  sont  respectivement l e  volume exclu e t  l e  volume t o t a l  de 
l a  colonne. La c a l i b r a t i o n  e s t  obtenue en u t i l i s a n t  : a )  l a  
chymotrypsine (2 nm) , b) l'ovalbumine (2,9 nm) , c)  l 'albumine (3,6 nm) 
d) l ' a l do l açe  (4,8 nm), e) l a  c a t a l a s e  (5,2 nm) , £1 l a  f e r r i t i n e  (6 , l  nm) . 
RTN : récepteur  non transformé (7 nm) 
MER (mérorécepteur (2,6 nm) 



calcium (Bodwell d. 1985). 11 e s t  également produi t  sous l ' a c t i o n  

de protéases  exogènes (Sherman d. 1978, 1383, Carlstedt-Duke 

1979, Holbrook 1983 , Stevens, J. e t  Stevens Y.W.1981a, Vedeckis 

1983a,Wrange d. 1978 et 1984). Parmi c e l l e s - c i  l a  p lus  e f f i c a c e  

e s t  l a  t rypsine.  

Il e s t  connu que l e  mérorécepteur n ' e s t  pas retenu s u r  l a  DNA- 

c e l l u l o s e  e t  c e c i  explique l ' échec  de l a  chromatographie su r  l a  

de rn iè re  colonne de DNA c e l l u l o s e  dans n o t r e  protocole.  

~ ' a ~ ~ a r i t i o n  du mérorécepteur e s t  probablement due 

à l a  na ture  chimique de l a  phosphocellulose. En e f f e t ,  c e l l e - c i  

por te  une f o r t e  concentrat ion en charge ionique,  ent ra înant  a i n s i  

une transformation du récepteur s imi la i r e  à c e l l e  obtenue par  

augmentation de l a  f o r c e  ionique. Des enzymes endogènes peuvent ê t r e  

a c t i v é s  sous l e  même e f f e t  e t  provoquer a i n s i  une dégradation du 

récepteur about issant  a i n s i  au mérorécepteur. Nous en avons conclu 

que même s i  l a  phosphocellulose élimine l a  majeure p a r t i e  des proté ines ,  

e l l e  a induscutablemnt un e f f e t  & f a s t e  s u r  l e  
Nous avons donc ellminé l a  phosphocellulose de no t re  

protocole  e t  l 'avons remplacée pa r  l t U l t r o g e l  sDNA, support contenant  

du DNA monocatenaire. Une étude comparative e n t r e  l1UltrogelSDNA e t  

l a  DNA-cellulose a montré que c e l l e - c i  é t a i t  p lus  spéci f ique .  

5.3. Protocole retenu pour l a  p u r i f i c a t i o n  du récepteur  

transformé. 

Dans l a  perspect ive  d 'améliorer  n o t r e  protocole ,  une 

étude comparative e n t r e  deux cy toso l s  préparés l ' u n ,  dans un tampon 

Hepes e t  l ' a u t r e  dans l e  tampon Tris-HC1 a montré qu'en présence de 

c e  d e r n i e r ,  l e  pH v a r i a i t  moins e t  l ' a c t i v i t é  du récepteur  ap rès  

incubation avec l'hormone é t a i t  p lus  élevée. L 'addit ion d'un i n h i b i t e u r  

de protéases  (PMSF) s ' e s t  montrée u t i l e .  La f i l t r a t i o n  du cytosol  

à t r a v e r s  l a  colonne d lUl t roge l  n ' a  pas eu de conséquence d i r e c t e  

s u r  l e  taux de p u r i f i c a t i o n  ; au c o n t r a i r e ,  on a s s i s t e  à un phéno- 

mène de d i l u t i o n .  Néanmoins, c e t t e  étape r e s t e  nécessa i re  puisqu'  

e l l e  cont r ibue  à l ' é l imina t ion  de protéines e t  enzymes. 

Paral lèlement au déroulement de l a  manipulation, nous avons 

v é r i f i é  à chaque é tape  que l e  ma té r i e l  i n j e c t é  e t  s u r  l a  colonne 



d'Ultrogel  e t  s u r  c e l l e  de  DNA-cellulose correspondait  bien aux 

forme du récepteur  qu'on devra i t  déposer. Ces con t rô les  ont  é t é  r é a l i s é s  

grâce  à une colonne de g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC (TSK G3000). La 

f i g u r e  13 montre l e  p r o f i l  de fractionnement obtenu pour l e s  deux 

types du récepteur.  Nous avons a i n s i  eu l a  confirmation que l a  forme 

du récepteur q u i  s 'adsorbe s u r  l a  DNA-cellulose ( f i g u r e  14) e s t  

représentée  essent ie l lement  par  l a  forme transformée du récepteur .  

Le taux de p u r i f i c a t i o n  obtenu par  c e  protocole e s t  de 52 f o i s .  

 utilisation par  l a  s u i t e  de deux colonnes de DNA-cellulose nous 

a permis d 'améliorer  c e  c h i f f r e  q u i  a a t t e i n t  100 f o i s .  

Il a é t é  d é c r i t  pa r  Simons d!. 1983, Wrange & cd. 1979 

que l ' e f f i c a c i t é  de l i a i s o n  du récepteur des g lucocor t icoldes  s u r  

l a  DNA-cellulose après  l ' a c t i v a t i o n  thermique é t a i t  de l ' o r d r e  de 

30-50 %. Sur l e s  causes de c e t t e  f i x a t i o n  l i m i t é e ,  les av i s  sont  

par tagés  e n t r e  une dégradation du récepteur e t  une l i m i t a t i o n  dans 

1' é tape  d ' ac t iva t ion .  Govindan e t  Gronemeyer (1 984) ont  p r i s  pos i t ion  en 

faveur de c e t t e  2ème hypothèse en montrant qu'une deuxième a c t i v a t i o n  

permet ta i t  d'augmenter l e  taux des complexes a c t i v é s  d'au moins 6 %. 

Cela peut expliquer en p a r t i e  nos r é s u l t a t s  t r è s  modestes, 

mais ne s u f f i t  pas expliquer l a  d i f f é rence  qu i  e x i s t e  en t re  les 

r é s u l t a t s  d é c r i t s  dans l a  l i t t é r a t u r e .  Cependant, l e s  moyens mis 

en oeuvre ne  sont  pas l e s  mêmes.  exemple d'Eisen e s t  assez s i g n i -  

f i c a t i f .  Ce d e r n i e r  u t i l i s e  en première é tape  une colonne de DNA- 

c e l l u l o s e  de 150 m l  pour seulement 20 m l  de cytosol .  Quand on s a i t  

l e  r ô l e  c a p i t a l  que joue c e t t e  étape dans l a  p u r i f i c a t i o n ,  on comprend 

pourquoi il a pu ob ten i r  un taux de p u r i f i c a t i o n  de 11000. En e f f e t ,  

l ' i n t é r ê t  de l a  méthode r é s i d e  en grande p a r t i e  dans c e t t e  é tape .  

Un grand volume de DNA-cellulose e t  donc une grande surface  d e  

con tac t  o f f r e  l a  p o s s i b i l i t é  à t ou tes  l e s  p ro té ines ,  même c e l l e s  

ayant  une f a i b l e  a f f i n i t é  pour l e  DNA de s e  f i x e r  s u r  l e  support .  

Donc, logiquement, seul  l e  récepteur  s e  f i x e r a  en deuxième é tape  

après  son ac t iva t ion .  

Néanmoins, nous avons montré que l a  p u r i f i c a t i o n  du récep teur  

é t a i t  poss ib le  même à p a r t i r  de f a i b l e s  volumes du cytosol  (10 ml),  

e t  en u t i l i s a n t  seulement deux é tapes ,  a l o r s  par  exemple que 

Govindan e t  Gronerneyer 1984 sont  p a r t i s  de 300 m l  de  cyroso1,et l e u r  

protocole  comportait  cinq étapes.  



VOLUME D ELUTION (ml.) 

Figure 13 - Chromatographie de gel-f il tra t ion en HPLC ; 
contrôle analytique du récepteur transformé et non trnnsfornié. 

8 ~ 
Deux aliquotes (200 pl) du volume exclu de la colonne d'ultrogel 
sDNA, le premier avant la transformation ( -1) et le second 
après la transformation ( O -  --• ) sont déposés sur la colonne de 
gel-f iltration TSK G3000 SW équilibrée dans un tampon Tris-HC1 
20 mM contenant du molybdate et un réducteur des thiols. 

Vo et Vt représentent respectivement le volume exclu et le volume 
'total de la colonne. La calibration est obtenue en utilisant : 
a) chymotrypsine (2 nm) , b) l'ovalbumine (2,9 nm) , 
c) l'albumine (3,6 nm, d) l'aldolase (4,8 nm), e) la catalase ( 5 , 2  nm) 
f la f erri tine (6,1 nm) , 

RT : récepteur transformé 
RTN : récepteur non transformé 





5.4. Carac té r i sa t ion  du récepteur p u r i f i é  sous forme 

transformée 

5 . 4 . 1 .  G@ &LkWa;thon en HPLC ct PNA-cW06e 

La g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC u t i l i s é e  pour l e  con t rô le  de 

l a  f r a c t i o n  i n j e c t é e  s u r  l a  DNA-cellulose représente  un c r i t è r e  de 

c a r a c t é r i s a t i o n  du récepteur ( f igure  13 ). La DNA-cellulose employée 

pour l a  p u r i f i c a t i o n  permet d ' a f f i rmer  avec c e r t i t u d e  l a  présence 

de l a  forme transformée du récepteur.  

L 'analyse des f r a c t i o n s  des d i f f é r e n t e s  é t apes  de l a  

p u r i f i c a t i o n  par  électrophorèse su r  g e l  de polyacrylamide en mi l ieu  

SDS e s t  représentée  su r  l a  f i g u r e  15. E l l e  confirme l a  remarque 

que nous avons déjà  f a i t e ,  c 'es t -à-d i re  que même s i  on ne p u r i f i e  

pratiquement pas après  f i l t r a t i o n  s u r  Ultrogel  sDNA on a é l iminat ion  

d'une c e r t a i n e  q u a n t i t é  de proté ine ,  e l l e  montre a u s s i ,  e t  d'une 

manière c l a i r e  qu'au niveau des bandes correspondantes à l ' é l u t i o n  de 

l a  DNA-cellulose, on a é l iminat ion  d'une quan t i t é  très importante de 

p ro té ines ,  mais s i  on l e s  compare à l a  bande du récepteur non trans-  

formé p u r i f i é  pa r  chromatographie d ' a f f i n i t é ,  on v o i t  q u ' i l  nous 

r e s t e  à amél iorer  n o t r e  protocole.  Cepdndant, nous gardons t o u t  

e spo i r ,  c a r  en e f f e t ,  même s i  Eisen prétend a t t e i n d r e  un taux de  

p u r i f i c a t i o n  de  11000, son PAGE/SDS ne  ,présente  pas de bande 90K. 

6 .  Conclusions ----------- 

Pour é v i t e r  l a  dégradation du récepteur,  nous sommes 

convaincus que des f i l t r a t i o n s  rapides dans l a  première colonne de 

DNA-cellulose e t  des incubations moins prolongées dans l a  seonde 

sont  d'une importance c a p i t a l e ,  
I 

Nous sommes a r r i v é s ,  au vu des r é s u l t a t s  du protocole  que 

nous avons m i s  au po in t ,  à l a  conclusion que pour de p e t i t e s  q u a n t i t é s  

de cytosol ,  il f a u d r a i t  mieux u t i l i s e r  des colonnes à base de  DNA. 

La p u r i f i c a t i o n  du récepteur  transformé s ' e s t  avérée p lus  

compliquée que nous l ' av ions  supposé au dépar t ,  e t  c e c i  malgré l e  

f a i t  q u ' e l l e  a  déjà  é t é  é tud iée  par  d ' au t res  auteurs .  



Figure15 - Analyse des f r a c t i o n s  des d i f f é r e n t e s  6tapes de l a  

p u r i f i c a t i o n  par  é lec t rophorèse  s u r  ge l  de polyacrylarnide 

en mi l ieu  SDS dans un gradient  l i n é a i r e  d'ticrylamide (5  - 20 2 ) .  

A , B , I  : Témoin Pharmacia (L.M.W.) 

C : Frac t ion  du cytosol  de dépar t  

D : Fract ion  du cytosol  recuei l1  i eaprès  lavage de 1 ' U l  t rogel  

E : Frac t ion  du lavage de l a  DNA-cellulose 

F : Récepteur témoin p u r i f i é  par  chromatographie d ' a f f i n i t é  

G : Frac t ion  de l ' é l u t i o n  de  l a  DNA-cellulose 

H : Fract ion  de l ' é l u t i o n  de l a  DNA-cellulose 



.II - AUTRES mTHODES EWISAGEABLES POUR ZA PURIFICATION DU 

RECEPTEUR TRANSFORME. 

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

Devant l e s  r é s u l t a t s  t r è s  moyens de l a  p u r i f i c a t i o n  s u r  

suppor ts  polyanioniques,  nous av ions  l e  choix e n t r e  deux s o l u t i o n s ,  

ou b i en  p e r s é v é r e r  dans l a  même v o i e  en u t i l i s a n t  des  q u a n t i t é s  

p l u s  importantes  de DNA-cellulose que nous avions s y n t h é t i s é e  selon 

l a  méthode de  Moss CA cd. (1981) ou b ien  a l o r s  chercher  un a u t r e  

moyen p lus  e f f i c a c e .  C ' e s t  c e t t e  d e r n i è r e  a l t e r n a t i v e  q u i  a é t é  

re tenue .  En e f f e t ,  l e  p ro toco le  o r i g i n a l  mis au po in t  par  Marc 

Denis à Nantes pour l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  t ransformé s u r  

une p e t i t e  colonne d'échange d ' i o n s  en HPLC, s e  p r ê t a i t  b i e n  à 

n o t r e  i n t e n t i o n  de développer une méthode de p u r i f i c a t i o n  r ap ide ,  

e f f i c a c e ,  e t  q u i  p e r m e t t r a i t  s u r t o u t  de récupérer  une q u a n t i t é  

importante  du récepteur .  Nous av ions  à n o t r e  d i s p o s i t i o n  une 

colonne DEAE-HPLC p r é p a r a t i v e ,  e l l e  a  é t é  u t i l i s é e  à c e t  e f f e t .  

Pour argumenter n o t r e  choix du système en HPLC par  r appor t  

au système convent ionnel ,  nous a l l o n s  p r é s e n t e r  l e s  deux systèmes , 
e t  montrer en  quoi c e l u i  de 1'HPLC e s t  p lus  e f f i c a c e .  

A - Chromatographie d'échange d ' i ons  s u r  suppor ts  

convent ionnels .  

Le processus  d'échange d ' i ons  e s t  largement gouverné p a r  l e s  

i n t e r a c t i o n s  é l e c t r o s t a t i q u e s .  Le mécanisme de s é p a r a t i o n  e s t  

ion ique .  La phase s t a t i o n n a i r e  p ré sen te  des  s i t e s  ioniques q u i  

a t t i r e n t  l e s  molécules i on i sées .  La phase mobile d o i t  ê t r e  aqueuse. 

Les molécules non ioniques  n e  son t  donc pas  r e t a r d é e s  par  l a  phase 

s t a t i o n n a i r e  e t  s o r t e n t  en  premier.  Les p r o t é i n e s  s e  f i x e n t  s u r  

l e s  échangeurs d ' i ons  é q u i l i b r é s  c o n t r e  des  tampons de f a i b l e  

m o l a r i t é  e t  de  pH supé r i eu r  ou i n f é r i e u r  à l e u r  p o i n t  i s o é l e c t r i q u e  

su ivan t  que l ' o n  a a f f a i r e  à des échangeurs d 'an ions  ou de  c a t i o n s .  



Les supports  q u i  s o n t  d 'usage conunun son t  la c e l l u l o s e  e t  l e  

dext ran  (sephadex). Les deux types  l e s  p l u s  couramment u t i l i s é s  

s o n t  l a  DEAE (Diéthylamineéthyl) comme échangeur d 'an ions  e t  
\ 

l e  carboxyméthyl (CM) comme échangeur de  c a t i o n s   ableau au III). 

Ces suppor ts  présenten t  des  p r o p r i é t é s  remarquables qu i  

s e  mani fes ten t  e s sen t i e l l emen t  p a r  l a  n a t u r e  hydrophil ique e t  par  

une bonne p o r o s i t é  de l a  ma t r i ce  de c e l l u l o s e .  En e f f e t , i l s  permet- 

t e n t  de r é a l i s e r  des  fract ionnements  des  p r o t é i n e s  de h a u t  poids 

molécula i re  avec une r é s o l u t i o n  appréc iab le .  Dans l e  ca s  des  récepteurs  

des  g lucocor t ico?des ,  I l s  s e  sont  montrés t r è s  u t i l e  e t  i l s  o n t  

permis d e  r é a l i s e r  s u r t o u t  des  é tudes  q u a l i t a ~ i v e  . 
2) R é s u l t a t s  ------- -- 

L ' i n t é r ê t  de  c e t t e  technique r é s i d e  dans l a  p o s s i b i l i t é  q u ' e l l e  

o f f r e  de pouvoir s é p a r e r  s u r  l a  même colonne e t  au cours d ' une  

s e u l e  procédure chromatographique l e s  deux formes du r écep teu r ,  

e t  c e c i  à l ' a i d e  d'un g r a d i e n t  d e  concent ra t ion  en s e l .  La forme 

transformée du r écep teu r  e s t  é l u é e  à une f o r c e  ion ique  moins 6levée 

que l a  forme non t ransformée.  C e t t e  technique a é t é  e s sen t i e l l emen t  

u t i l i s é e  dans l e s  c a r a c t é r i s a t i o n s  à l a  f i n  de l a  p u r i f i c a t i o n  

(Hackey e t  P r a t t ,  1971 ; Litwack Cd. 1973 ; Wrange d. 1979 ; 

Okret e;t C d .  1981, Schmidt & d.  1985 ; Govindan e t  Gronemeyer 

1984). E l l e  a a u s s i  s e r v i  d ' é t a p e  in t e rméd ia i r e  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  

(Atger e t  Milgrom, 1976 ; Westphal e t  Beato, 1980). Ce r t e s ,  c  ' e s t  

une technique q u i  a  con t r ibué  à l a  p u r i f i c a t i o n  ( taux  f a i b l e  10 à 

20 f o i s ) ,  mais son u t i l i s a t i o n  r e s t e  l i m i t é e ,  à cause  de s a  capa- 

c i t é  moyenne, de l a  l i m i t a t i o n  de  d é b i t  q u ' e l l e  p ré sen te ,  e t  a u s s i  

de  l a  f a i b l e  s p é c i f i c i t é  q u ' e l l e  o f f r e  aux complexes Qormone- 

r écep teu r  t r a n s f  ornés.  
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B - Chromatographie d'échange d'ions à haute performance 

La chromatographie d'échange d'ions à haute performance (HPIEC) l 
représente l'une des techniques les plus récentes qui ont ouvert la 

voie à de nouvelles possibilités pour la séparation de mélanges 

protéiques. En effet, avec l'apparition sur le marché de nouveaux 

supports, ~'HPIEC à côté de la chromatographie de gel-filtration 

à haute performance, connait un développement considérable. 

Le nombre de publications décrivant l'utilisation de 1'HPIEC 

ne cesse de croître. La plupart des auteurs n'hésitent pas à montrer 

leur satisfaction de la rapidité et surtout de la possibilité qu'offre 

cette technique de récupérer les constituants à l'état natif et avec 

une activité biologique intacte. 

Il y a quelques années, la chromatographie liquide à 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 l'élution, il suffisait 

de jouer sur la polarité de la phase mobile. Mais le grand intérêt 

de ces supports réside dans la granulométrie fine des billes et le 

petit diamètre 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 l'épaisseur du film de ces 

phases, ce qui offre la possibilité à un échange rapide,' La 

résistance mécanique des petites particules permet de travailler à des 

pressions élevées, donc à débit élevé, d'où un temps réduit de chroma- , 

tographie. La taille des particules permet aussi d'avoir un grand 

nombre de plateaux par mètre de gel ; cela augmente considérablement 

la capacité de la colonne et améliore nettement sa résolution.L'amélio- 

ration conjointe de ces paramètres a eu pour conséquence de faire avancer 

d'une manière spectaculaire les études sur les petites molécules 

biologiques. 



Plalheureusement, ce type de support ne pouvait être appliqué 

à l'étude des macromolécules biologiques, et cela à cause 

de leur taille . D'autre part, à l'élution, les solvants plus 

ou moins polaires entraînaient la dénaturation des protéines. 

Donc, le problème essentiel qui a été posé concerne à la fois la 

porosité et l'inertie du gel. 

Pour rémédier à ces carences et permettre le fractionnement de 

polymères hydrosolubles sur une phase stationnaire rigide de type 

silice, Chang et Regnier (1976) ont pu établir que le greffage sur le 

gel des fonctions capables de supprimer l'adsorption des molécules 

due aux silanols ( =Si - OH) du support permettait de rendre la 
phase stationnaire polaire et pratiquement inerte vis-à-vis des 

macromolécules.(figure 16). 

En pratique, cela a d'abord été réalisé pour la chromatographie 

d'exclusion de taille. Les supports utilisés à 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 progrès réalisés par la 

suite dans la porosité du gel. En effet, devant les résultats decevants 
O 

obtenus avec des billes ayant des pores d'un diamètre de 60 A, les 

auteurs se sont orientés vers l'utilisation de billes à pores plus grands, 

d'un diamètre d'environ 300 A 
Pour la chromatographie d' échange d' ions à haute performance, le 

diamètre des pores était aussi important, car pour exploiter aussi le 

volume interne des billes pour les échanges, il fallait que ce diamètre 

soit suffisament large pour permettre aux macromolécules d'y pénétrer, 

ce qui abouti à une augmentation de la résolution. Mais avant de 

s'attaquer à ce problème, les auteurs ont eu à résoudre celui de la 

synthèse d'un gel d'échange d'ions et c'est seulement après sa mise au 

point, qu'ils ont pu le tester sur des gels ayant une por6sité diffé- 

rente.Ainsi, les travaux d'blpert et Regnier (1978) ont été à l'origine 

de la mise au point d'un support à base de silice échangeuse d'anions. 

Ces auteurs ont montré que la polyéthyleneimine dissoute 

dans une solution méthanolique était fortement adsorbée à la surface 

de la silice, et qu'après lavage abondant avec le méthanol, la polyamine 
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Figure  16 - Réaction de g re f f age  du 8-glycidoxypropyltriméthoxysilane 
s u r  support  à base de s i l i c e  (Chang e t  Regnier,  1976) 
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Figure  17 - Réaction de  pontage u t i l i s é e  pour r é a l i s e r  un support  
d'échange d 'an ions  s u r  s i l i c e  (Alpert  e t  Regnier,  1'78). 



f i x é e  s u r  l e  suppor t  e s t  r é d ü i t e  à une s e u l e  couche, e t  q u ' e n f i n  

l ' u t i l i s a t i o n  d 'unoxi ranne  b i f o n c t i o n e l  permet de r é a l i s e r  l e  pontage 

e n t r e  l e s  polyamines ( f i g ~ r e  17 1. Le support  obtenu e s t  t r è s  s t a b l e  

e t  l e s  groupements f i x é s  ne  peuvent ê t r e  désorbés au cours  de l a  

procédure expérimentale .  De c e  f a i t ,  l a  s u r f a c e  e s t  rendue p o l a i r e  e t  

pratiquement i n e r t e  e t  ayant  une f o r t e  c a p a c i t é  d'échange d ' i ons .  

Cet te  technique  a  é t é  u t i l i s é e  pa r  Vanecek e t  Regnier (1 980 e t  

1981) pour p r é p a r e r  des  suppor ts  HPJEC ayant  des  pores  d e  t a i l l e s  
O 

d i f f é r e n t e s  (1000 à 4000 A) e t  g r e f f é s  avec des  polyamines de  d i f f é r e n t s  

poids molécula i res  (300 à 1800 d a l t o n s ) .  Les r é s u l t a t s  obtenus suggèrent  

que l a  su r f ace  d i s p o n i b l e  à l 'échange,  donc l a  grande t a i l l e  des  po res ,  

a v a i t  une grande in f luence  s u r  l a  r é s o l u t i o n .  

Cependant, on ne  peut  sans c e s s e  augmenter l e  diamètre des  pores ,  

c a r  à p a r t i r  d 'une c e r t a i n e  l i m i t e ,  on commence à diminuer l a  s u r f a c e  

a c t i v e  , ce q u i  e n t r a î n e  une p e r t e  de c a p a c i t é  e t  une diminut ion d e  l a  

r é s i s t a n c e  mécanique des  b i l l e s  du g e l .  Un compromis e s t  r é a l i s é  pour 
O 

des diamètres  a l l a n t  de 200 à 1000 A, e t  permet l a  s é p a r a t i o n  des  

p ro t é ines  ayant un poids molécula i re  a l l a n t  jusqu 'à  100 000 d a l t o n s .  

Pour l e s  p r o t é i n e s  a l l a n t  jusqu 'à  400 000 d a l t o n s ,  il e s t  p lus  j ud ic i eux  
O 

de prendre des suppor t s  de  4000 A d e  diamètre  de  pores .  

Nous disposons actuel lement  dans l e  commerce d e  ces  d i v e r s  types 

de suppor ts  avec des  p o r o s i t é s  d i f f é r e n t e s .  ~ i k s i ,  il y a  5 ans ,  

~ h a r m a c i a  (1982) l a n c e  un polymère organique hydrophi le  (monobeads) 

p ré sen tan t  peu d e  r é s i s t a n c e  au d é b i t  e t  possédant une bonne c a p a c i t é  

d'échange d ' i ons .  

En 1982 encore ,  Toyosoda a  proposé s u r  l e  marché des suppor t s  

d'une e f f i c a c i t é  remarquable. I l s  e x i s t e n t  en échange d ' i ons  e t  en  ge l -  

f i l t r a t i o n  a i n s i  qu 'en chromatographie hydrophobe. Probablement pour  

des r a i s o n s  de p r o t e c t i o n  commerciale, l e s  f a b r i c a n t s  n ' o n t  pas  p u b l i é  
l 

l a  s t r u c t u r e  de c e s  suppor ts ,  mais nous pensons que s o i t  il s ' a g i t  

d'une s t r u c t u r e  s i m i l a i r e  à c e l l e  proposée dans l a  f i g u r e  1 7 ,  ou 

b ien  une a u t r e  p r é s e n t é e  s u r  l a  f i g u r e  18, où l e  p r i n c i p e  e s t  s i m i l a i r e  

à c e l u i  proposé pour l a  gel-f i l t r a t i on .Seu lemen t ,  i c i  il y a  a r r ê t  au 

s t a d e  d e  l 'époxyde e t  f i x a t i o n  à c e  niveau du groupement fonc t ionne l ,  

échangeur d l i o n s , p a r  exemple l e  diéthylaminoéthanol ,  



O O 
a / \ pH 5.8 . / \  

CPG + (CH30)3Si(CHL),0CH2CH-CH2 - = Si(CH,)30CH2CH-CHz (1) 
.90° 

Figure 18 - Préparation d'un support d'échange d'ions selon 
Chang de. (1 376) 

a) Réaction de greffage du 8-glycidoxypropylméthoxysilane 

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

Réaction de fixation du groupement fonctionnel échangeur 

d'anions (PSI sur le deuxième époxyde (2). 
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b) Tableau présentant des exemples de différents groupements 

fonctionnels échangeurs d'anions, 

Formules des 
groupements échan- 
geurs d'anions Ps 

-N(CH2CH,~2 

-OCkllCtI~~(Ctl,)4 

- O ~ H J C H I ~ ( C H ~ ~ ~ ~ J J  

-(NHCHICHZ).N)~~ 

Désignation 

usuelle 

Diéthylamine 

Diméthylaminoéthanol 

Diéthylaminoéthanol 

Polyéthylèneimine 

Abrévia- 
tion 

DEA 

DMAE 

DEAE 

PEI 
A 



Les supports  proposés pour I'HPIEC sont  de deiix types : 

- Supports inorganiques à base  dc s i l i c e  

DEAE-2-SW.TSK 

. DEAE-3-SW.TSK 

- Supports organiques 31 base de p o l y d r c  

. DEAE-5-Pk?.TSK. 

Le diamètre des pores qu 'o f f ren t  les pol.ynières de 1000 a pour 

la DEAE-5-PW, au l i e u  de 125 A pour l a  DXAE-2-SW e t  250 A pour l a  

DUE-3-SW a pour r é s u l t a t  d'augmenter l a  stirfiicc d'échange in te rne  

aux b i l l e s .  De cc f a i t ,  l a  r é so lu t ion  des grosses molécules e s t  amélio- 

rée .  Cependant, l a  r é s i s t a n c e  mècanique e s t  dimitiu6c par rapport  aux 

b i l l e s  de l a  s i l i c e ,  et l ' o n  e s t  obl igé  d e  t r a v a i l l e r  à basse  pression.  

La t a i l l e  des p a r t i c u l e s  pour l a  DFAE-2-SV e s t  de 5 u m  a l o r s  q u ' e l l e  

e s t  de 10 prn dans l e  cas  de l a  DFAE-3-SV e t  de l a  DELIE-5-PW. Ce 

paramètre s e  répercute directement s u r  l e  nombre de pl.ateaux thSoriques 

e t  l ' on  a ainsi 5000 pla teaux par  colonne pour l a  DEAE-2-SW e t  seulement 

2000 pour l a  DEAE-3-SW e t  1300 pour l a  DEAE-5-PW. Cela a u r a i t  eu pour 

conséquence d'augmenter considérablement l a  capac i t é  d'échange d ' ions  

de l a  colonne ayant des  pa r t i c i i l e s  de 5 Dm , où c e l l e - c i  n ' e s t  que de 
1,79 - + 0,22 mEq pour t o u t e  l a  colonne a l o r s  q u ' e l l e  e s t  de  4,73 - + 

0,43 mhq pour l a  DUE-3-SW et de 3,13 pour l a  DEAE-5-PW ; une exp l i ca t ion  

à c e l a  suggère que dans l e  c a s  des p e t i t e s  b i l l e s  s e u l e  l a  surface  e s t  

gref fée .  D'autre p a r t ,  l a  d i f f é rence  qui e x i s t e  e n t r e  l e s  deux dern iè res  

colonnes s e r a i t  probablement due au nombre da plateaux théoriqiies p lus  

é l evé  dans l a  DEAE-3-SW. (TABLEAU I V  ) . 
Enfin, un point  important q u i  separe  l a s  supports  à base  de  

s i l i c e  e t  ceux' 2 base d e  polymères e s t  c e l u i  de 1:~ zone de pH u t i l i s a b l e .  

En e f f e t ,  l ' un  des grands avantages des supports orga~iiques e s t  de 

permettre de t r a v a i l l e r  dans une gamme de pl1 t r & s  l a r g e  (2-12) par rapport  

aux supports  B base de s i l i c ' e ,  où l à ,  il ne f a u t  su r tou t  pas d&&sser 

un pH 7;7,5, c a r  sinon cela e n t r a i n e r a i t  la  d issol t i t ion  de l a  s i l i c e .  

Le support  proposé par Pharmacia MonoQ e s t  à base d e  polymère 

organique, mais d i f f è r e  de c e l u i  proposé par ï'oyosoda par  l a  foriction 
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amine q u a t e r n a i r e  f i x é e  s u r  l e  suppor t ,  c e  q u i  expl ique  d ' a i l l e u r s  

sa f o r t e  r é t e n t i o n  e t  s a  m e i l l e u r e  r é s o l u t i o n  pour l e s  macromolécules 

b io logiques .  

Le succès  a c t u e l  de  l a  chromatographie à hau te  performance 

e s t  à m e t t r e  a u s s i  au c r é d i t  de  l 'augmentat ion n e t t e  de  l ' e f f i c a c i t é  

par  r appor t  à l a  chromatographie s u r  support  convent ionnel .  En t h é o r i e ,  

c e c i  s ' exp l ique  pa r  l a  no t ion  du nombre d e  p la teaux  théor iques  (NI. 

En e f f e t ,  c e  nombre mesure l ' a p t i t u d e  d 'une colonne à l i m i t e r  

l ' é ta lement  des  p i c s .  N e s t  une fonc t ion  du temps de  r é t e n t i o n  ( tR)  

du p i c  s u r  l a  colonne e t  de l a  l a r g e u r  à mi-hauteur ( S ) d e  c e  d e r n i e r .  

P lus  l e  nombre de  p l a t eaux  e s t  grand,  e t  p l u s  s e s t  p e t i t ,  donc 

me i l l eu re  e s t  l a  r é s o l u t i o n .  Ceci e s t  l i é  à l a  granulométr ie .  P lus  

l e  diamètre  des  p a r t i c u l e s  e s t  p e t i t ,  p lus  l e  nombre de p l a t eaux  pa r  

mètre  s e r a  grand, e t  p l u s  l 'échange e n t r e  phase s t a t i o n n a i r e  e t  phase 

mobile augmente p a r  diminut ion d e  l a  r é s i s t a n c e  au t r a n s f e r t  de  charge 

e n t r e  phases,  e t  s u r t o u t  par  diminut ion du t r a j e t  à p a r c o u r i r  pour 

a l l e r  d 'une phase à l ' a u t r e .  Pour l e s  p e t i t e s  molécules,  nous avons 

d é j à  évoqué l ' e f f e t  t r è s  s p e c t a c u l a i r e  que c e l a  provoque. Pour l e s  

macromolécules, l ' e f f e t  e s t  important mais moins s p e c t a c u l a i r e ,  c a r  

c e l l e s - c i  d i f f u s e n t  p l u s  lentement.  

2) R é s u l t a t s  --------- 

Nous donnerons dans un premier  temps quelques exemples d e  

l ' u t i l i s a t i o n  d e  ~'HPIEC dans l a  p u r i f i c a t i o n  de  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s ,  

e t  nous montrerons p a r  l a  s u i t e  son a p p l i c a t i o n  à l ' é t u d e  des  r écep teu r s  

des  g lucocor t i co Ides .  
l 

Récemment, Ni l sson  e t  Bel f rage  (1986) on t  d é c r i t  une méthode d e  

p u r i f i c a t i o n  p a r  l e s  colonnes Mono Q e t  MonoS d'un enzyme l i p a s e  

hormono-sensible.  activité de  c e t  enzyme, s i t u é e  dans l e  t i s s u  

adipeux détermine l e  taux  d 'hydrolyse desTr i acy1-g lycé ro l s .  S i  ce s  

au t eu r s  s e  s o n t  t o u r n é s ' v e r s  l e s  méthodes à hau te  performance, c ' e s t  

qu'apparemment, i l s  é t a i e n t  déçus comme nous pa r  l e s  méthodes d e  



p u r i f i c a t i o n  c l a s s i q u e s .  I l s  ont  a i n s i  m i s  l ' a c c e n t  s u r  l a  r a p i d i t é  

d e  l a  procédure chromatographique (une journée au l i e u  de c i n q  jours )  

e t  a u s s i  de  la  q u a l i t é  des  s épa ra t ions .  De même Plansson d. (1985) 

o n t  appl iqué  la  colonne Mono Q à l a  s épa ra t ion  des  gang l io s ides  

membranaires en mono-di-tri e t  t é t r a s i a l o  gang l io s ides .  Ces a u t e u r s  

on t  c la i rement  montré l ' i n t é r ê t  de  c e t t e  colonne p a r  rappor t  aux 

suppor ts  c l a s s i q u e s .  A ins i ,  i l s  on t  é t a b l i  que l a  c a p a c i t é  d e  charge 

dans l a  Mono Q é t a i t  de  25 pmoles d e  gangl ios ides  - Heu-Ac. p a r  m l  

d e  r é s i n e ,  a l o r s  que  pour l a  DEAE-sépharose e l l e  n ' e s t  que d e  2-2,5 

~ m o l e s / m l  (Iwamori e t  Nagai, 1978). I l s  on t  a u s s i  m i s  en avan t  l e  

c a r a c t è r e  r ap ide  d e  l a  procédure e t  l a  p o s s i b i l i t é  de  t r a v a i l l e r  à 

d é b i t  é l evé  (1  -4 m l  /min) . 
 autre p a r t ,  I k i g a i  a de., 1985 ont  u t i l i s é  deux colonnes 

échangeuses d ' i o n s  TSK-DEAE-5-PW ana ly t ique  e t  p r é p a r a t i v e  pour  

a n a l y s e r  l e s  p r o t é i n e s  ex t r in sèques  membranaires d l E . c o l i  KI2 e t  

i n t r i n s è q u e s  des  é ry th rocy te s  humains en présence d'un f a c t e u r  non 

ionique.  Les r é s u l t a t s  r appor t é s  p a r  c e t t e  é tude  montre d 'une p a r t  

l ' avan tage  qu 'appor te  1'HPIEC au niveau de  l a  r é s o l u t i o n  des p r o t é i n e s  

e t  d ' a u t r e  p a r t  qu 'on pouvai t  gagner beaucoup de temps dans l a  procé- 

du re  chromatographique. 

Kato & d., 1985 en u t i l i s a n t  une colonne ana ly t ique  TSK-DEAE- 

5-PW, on t  comparé 1'HPIEC à l ' i soé lec t ro foca l i sa t ion  dans l a  s é p a r a t i o n  

des  p ro t é ines .  Ils ont  a i n s i  pu é t a b l i r  que 1'HPIEC pouvai t  ê t r e  

p l u s  i n t é r e s s a n t e  d e  pa r  s a  r a p i d i t é ,  s a  f a c i l i t é ,  s a  r e p r o d u c t i b i l i t é  

e t  l a  p o s s i b i l i t é  q u ' e l l e  o f f r e  d e  récupérer  l a  p r o t é i n e  dans un é t a t  

n a t i f  a p r è s  l a  s épa ra t ion .  En conséquence, e l l e  peut  ê t r e  employée 

avec succès comme a l t e r n a t i v e  à l ' é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  dans les 

s é p a r a t i o n s  ana ly t iques  e t  p répa ra t ions  des p r o t é i n e s .  Mais il n 'en  r e s t e  

pas  moins que l e s  deux méthodes s o n t  complémentaires. 

Nous remarquons simplement que ces  a u t e u r s  s o n t  l e g  f a b r i c a n t s  

du g e l  e t  q u ' i l  va de  l e u r  i n t é r ê t  d e  montrer s e s  performances, Pour c e l a  

i l s  u t i l i s e n t  des  p r o t é i n e s  commercialisées à l ' é t a t  pu r ,  a l o r s  

que pour des  a u t e u r s  q u i  cherchent  à p u r i f i e r  une p r o t é i n e  p l u s  ou 

moins inconnue comme c e l a  est n o t r e  ca s ,  l e  problème e s t  posé 

différemment. C'èst pourquoi nous a l l o n s  v o i r  en quoi  ces  g e l s  

peuvent ê t r e .  u t i l e s  pour l ' é t u d e  des  r écep teu r s  des  g lucocorr ico ldes .  



Pour c e l a  nous a l l o n s  procéder  à une i l l u s t r a t i o n  p a r  comparaison e n t r e  

un support  convent ionnel  e t  un support en NPIEC. La f i g u r e  19 montre 

un exemple d ' é l u t i o n  r é a l i s é e  s u r  deux types d e  suppor t s ,  l ' u n  en HPLC 

( Idz iorek ,  1985) e t  l ' a u t r e  s u r  g e l  conventionnel (Schmidt d. 1985). 

Dans l e s  deux cas  d e  f i g u r e ,  l e  récepteur  hautement p u r i f i é  sous forme 

non t ransformée en présence du molybdate a é t é  pa r t i e l l emen t  t ransformé 

ap rès  é l imina t ion  d e  c e  d e r n i e r .  Idz iorek  (1985) r é a l i s e  l a  t r a n s f o r -  

mation dans la  colonne ap rès  é l imina t ion  du molybdate par  l avage  avec 

un tampon phosphate q u i  n 'en  c o n t i e n t  pas.  Schmidt (1985) en lève  

l e  molybdate p a r  f i l t r a t i o n  r a p i d e  s u r  une colonne d e  g e l - f i l t r a t i o n ,  

t ransforme l e  r écep teu r  p u i s  l ' i n j e c t e  s u r  l a  DEAE-cellulose. Le 

r écep teu r  t ransformé e s t  é l u é  en début du g r a d i e n t  a l o r s  que l e  

r écep teu r  non t ransformé e s t  é l u é  à f o r c e  ion ique  p l u s  élevée.  La 

présence des  ' deux formes du r écep teu r  e s t  due à une t ransformat ion  

p a r t i e l l e .  

Nous remarquons que l e  p i c  q u i  correspond à l ' é l u t i o n  du récep- 

t e u r  t ransformé s u r  l a  DEAE-HPLC e s t  beaucoup p lus  f i n  que c e l u i  d e  

l a  DEAE-cellulose. En e f f e t ,  s u r  c e l l e - c i  l ' a c t i v i t é  d e  l i a i s o n  s ' é t a l e  

s u r  7 f r a c t i o n s  de 1 m l  avec un sommet du p i c  q u i  r ep ré sen te  15 % de  

l ' a c t i v i t é  é l u é e  dans 1 m l .  Alors  que dans l a  DEAE-HPLC l ' a c t i v i t é  

de  l i a i s o n  e s t  récupérée dans 3 f r a c t i o n s  d e  0 , 5  m l  avec  60 % d e  

l ' a c t i v i t é  é luée  dans seulement une f r a c t i o n  d e  0 ,5  m l .  L 'ana lyse  

du p i c  du r écep teu r  non t ransformé confirme c e s  r é s u l t a t s ,  mais à 

un degré  moindre. 

Un a u t r e  exemple p lus  s p e c t a c u l a i r e  e s t  proposé s u r  l a  f i g u r e  19 

( Idz io rek ,  1985). Le complexe hormone-récepteur hautement p u r i f i é  sous 

forme non t ransformée,  obtenu ap rès  g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC a é t é  

chargé s u r  une colonne de  DEAE (TSK 545 DEAE, LKB) é q u i l i b r é e  dans 

un tampon phosphate 80 mEq contenant  des  réducteurs  d e  t h i o l s  e t  du 

molybdate. Le r écep teu r  e s t  é l u é  p a r  un g r a d i e n t  l i n é a i r 9  de c h l o r u r e  

de  potassium 0-0,5M. Le p i c  du r écep teu r  obtenu e s t  t r è s  é t r o i t  e t  

p lus  d e  50 % de  l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  e s t  re t rouvée  dans une s e u l e  

f r a c t i o n  de  0 ,5  m l  s u r  un g r a d i e n t  comportant 40 f r a c t i o n s .  

Ces exemples s o n t  par fa i tement  r é v é l a t e u r s  de l ' a m é l i o r a t i o n  

n e t t e  i s s u e  de  l a  convergence des  mad i f i ca t ions  p a r t é e s  s u r  t r o i s  

paramètres  conjointement ,  il s ' a g i t  d e  l a  c a p a c i t é ,  d e  l ' e f f i c a c i t é  



Figure 19 - Chromatographie d'échange d ' ions  : coml>araisori entre  

support conventionnel e t  support en HPLC. 

A ~ h r o m a t o g r a p h i e  du récep teur  p u r i f i é  s u r  DEAE-cellulose 

(Schmidt cl&, 1985) 

Un a l i q u o t e  (1  ml) d e  l ' é l u a t  f i l t r é  s u r  une colonne de  gel -  
f i l t r a t i o n  pour e n l e v e r  l e  molybdate, p u i s  transformé e s t  
i n j e c t é  dans une colonne de  DEAE-cellulose (3  ml) é q u i l i b r é e  
dans l e  tampon phosphate 50 mM pH 7 .  Après lavage avec l e  
tampon phosphate 5 mM, l ' é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  pa r  un g rad ien t  
l i n é a i r e  5-400 mM KC1. 30 f r a c t i o n s  de 1 m l  son t  é l u é c s  e t  un 
a l i q u o t e  de  chaque f r a c t i o n  p r é l e v é  pour l e  dosage de  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

El Chromatographie du récep teur  hautement p u r i f i é  s u r  DUE-HPLC 

Un a l i q u o t e  de  500 cl1 d e  l ' é l u a t  d i l u é  q u a t r e  f o i s  dans  un tanipon 
phosphate 20 mM pH 7,4 e s t  i n j e c t é  s u r  l a  colonne DEAE 545 LKB 
é q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate 50 mM pH 7.4. Aprks un l avage  

* d e  20 minutes,  q u i  permet d ' é l iminer  l ' e x c è s  de  s t E r o ï d e  l i b r e  e t  
l a  t ransformat ion c a r  l e  tampon n e  c o n t i e n t  pas d e  molybdate, 
l ' é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  c o n t r e  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  KCl 0-0 , s  bf 
dans l e  tampon. Le d é b i t  e s t  de  0,5 m l  x min-'. Des f r a c t i o n s  d e  
0,5 m l  son t  c o l l e c t é e s  e t  des  a l i q u o t e s  d e  50 p l  de chaque f r a c t i o n  
son t  ana lysés  pour l e  dosage de  l a  r a d i o a c t i v i t a .  



Figure  n o  20 :' Chromatographie d'échange d '  ions en IIPLC. ( ~ d z i o r e k  1985) 

Un a l i q u o t e  ( 500 1.111 du r écep teu r  hautement p u r i f i ;  

obtenue a p r è s  chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  en 111'1-C 

e s t  d i l u é  q u a t r e  f o i s  avec du tampon phosphate 10 nPI 

pH 7 , 4  p u i s  chargé  s u r  une colonne DEAE 545 LKB é q u i l i -  

b rée  dans  l e  tampon phosphate 50 1101 contenant  du molybdatè 

e t  des  r éduc teu r s  de t h i o l s  ,pH 7,4 à O"C.4Zpr2s 20 mixi 

de l avage  , l V é l u t i o n  e s t  e f f e c t u é e  avec un g rad ien t  1  iii2.i i r e  

de  KC1 0-0,5 M.Le d é b i t  e s t  de 0 , 5  m l  .min-' .Des f r ; i c t i o i ~ s  

de 0 ,5  m l  sont  c o l l e c t é e s  e t  50 p l  d e  chaque f t ~ c t  ion sont  

ana lykées  pour l e  dosage de  l n  r a d i o ~ c t i v i t 6  et du p ~ t ~ i a s i u r n .  



e t  l a  r é s o l u t i o n .  En e f f e t ,  l a  c a p a c i t é  du suppQrt  u t i l i s é  DEAE-HPLC 

(TSK-DEAE 3 SW) ' e s t  de  0 , 3  mEq d e  graupements fonc t ionnels  g r e f f é s  

pa r  gramme d e  g e l  de s i l i c e ,  l e  nombre de p l a t eaux  théor iques  e s t  

d 'environ 17000/ m e t  l a  t a i l l e  des  p a r t i c u l e s  e s t  d e  10 Pm. Tout 

c e l a  t r a d u i t  l a  f o r t e  e f f i c a c i t é  e t  donc un p i c  t r è s  f i n .  Pour s i t u e r  

un o r d r e  d ' i d é e  de  l a  d i f f é r e n c e  q u i  e x i s t e  avec l a  DEAE-cellulose, 

nous s igna lons  que pour  c e l l e - c i  l e  nombre d e  p la teaux  théor iques  n ' ec -  

cède pas  500 p a r  m 

Les deux p i c s  obtenus s u r  DEAE-HPLC s o n t  b ien  sépa rés ,  cela 

t r a d u i t  une bonne r é s o l u t i o n ,  no t ion  q u i  découle  de l a  convergence 

des 2 paramètres  évoqués ci-dessus.  

Nous en concluons que t r o i s  avantages émergent d e  c e t t e  

u t i l i s a t i o n  : prépa ra t ion  rapide,  h a u t e  r é s o l u t i o n  e t  une importante  

c a p a c i t é  de charge. 

Depuis l e u r  a p p a r i t i o n  s u r  l e  marché, l e s  colonnes DEAE-HPLC n ' o n t  

é t é  u t i l i s é e s  qu ' à  des  f i n s  a n a l y t i q u e s ,  pour  c a r a c t é r i s e r  l e  r écep teu r .  

A ins i ,  I dz io rek  (1985) l ' u t i l i s e  à l a  f o i s  pour  c a r a c t é r i s e r  l e  

r écep teu r  hautement p u r i f i é  sous forme non t ransformée e t  pour montrer 

que c e  d e r n i e r  pouva i t  s e  t ransformer  en colonne ap rès  é l imina t ion  du 

molybdate. Il a pa r  a i l l e u r s  comparé l a  f o r c e  ionique d ' é l u t i o n  du 

r écep teu r  cy toso l ique  e t  du r écep teu r  p u r i f i é  non transformé. Il en 

dédu i t  que l e u r s  concen t r a t ions  d ' é l u t i o n  é t a i e n t  l e s  mêmes. 

3) Conclusion ---------- 

Nous avons vu dans c e  c h a p i t r e  que l e s  avantages appor t é s  

pa r  ~ ' H P I E C  é t a i e n t  énormes. Cela nous a  convaincus de  l ' u t i l i s e r  pour 

l a  p u r i f i c a t i o n  du r écep teu r  t ransformé.  

C - RESULTATS PERSONNELS 

I 

Pour m e t t r e  au p o i n t  l e  p ro toco le  que nous avons évoqué dans l e s  

g é n é r a l i t é s ,  nous avons eu recours  à t r o i s  colonnes à hau te  performance. 

Ces colonnes p r é s e n t e n t  des  t a i l l e s  d i f f é r e n t e s  : d'une p a r t  l a  Mono Q à 

base  de polymère organique c o n t i e n t  un volume d e  1 m l .   autre p a r t ,  l e s  

colonnes de  DEAE à base  de s i l i c e  cont iennent  un volume de  6,6 m l  pour 

l ' a n a l y t i q u e  e t  54,4 m l  pour l a  p répa ra t ive .  Leur s t r u c t u r e  e s t  a u s s i  



d i f  f é r e n t e ,  en e f  £ e t  s u r  la Mono Q e s t  g r e f f é  un groupement amonium 

q u a t e r n a i r e  bas ique  (QAE) a l o r s  que dans l a  DEAE c ' e s t  un groupement 

amine t e r t i a i r e  moins basique.  Ces suppor ts  possèdent une p r o p r i é t é  

cornune, c e l l e  d ' ê t r e  des  échangeurs ca t ion iques .  

Notre première i n t e n t i o n  é t a i t  de v é r i f i e r  que l e  p ro toco le  

é t a i t  b i e n  r é a l i s a b l e  e t  s u r t o u t  q u ' i l  a b o u t i s s a i t  à une p u r i f i c a t i o n .  

La p e t i t e  colonne Mono Q ( 1  ml) nous a s e r v i  pour c e t t e  p a r t i e  de mise 

au po in t .  Ensui te ,  nous nous sommes a s s u r é s  de l a  v a l i d i t é  du 

p ro toco le  s u r  l e s  suppor ts  DEAE en u t i l i s a n t  d'abord l a  DEAE ana- 

l y t i q u e ,  e t  au vue des  r é s u l t a t s  nous nous sommes i n t é r e s s é s  à 

l a  DEAE p répa ra t ive .  Cel le -c i  a f a i t  l ' o b j e t  d'une é tude  en deux 

é t a p e s ,  l a  première a c o n s i s t é  à i n j e c t e r  seulement du c y t o s o l ,  e t  

l a  seconde e s t  r e l a t i v e  à l ' i n j e c t i o n  d 'un e x t r a i t  du r écep teu r  prépu- 

r i f i é  par  p r é c i p i t a t i o n  au s u l f a t e  de protamine. 

1 )  Choix de l a  méthode à u t i l i s e r  .............................. 

Nous avons d é j à  évoqué l e s  r a i s o n s  de  n o t r e  choix ,  nous s igna lons  

simplement que l e  f a i t  d ' ê t r e  b i e n  équipés e n  m a t é r i e l  HPLC ne  nous 

a pas f a i t  h é s i t e r  pour s u i v r e  c e t t e  vo ie .  

2) P r i n c i ~ e  ------ de l a  méthode 

Le p r i n c i p e  du p ro toco le  que nous a l l o n s  p ré sen te r  a é t é  proposé 

e t  t e s t é  s u r  l e  p l a n  ana ly t ique  p a r  M.Denis à Nantes. Il e s t  basé  

s u r  l a  p r o p r i é t é  que possède l a  DEAE s u r  g e l  conventionnel ou e n  

HPLC de pouvoir s é p a r e r  en même temps l e s  deux formes du r é c e p t e u r ,  

mais s u r t o u t  de l a  p o s s i b i l i t é  q u ' o f f r e  l a  DEAE en HPLC de r é a l i s e r  

l a  t ransformat ion  au cours  de l a  procédure chromatographique, e t  

de pe rme t t r e  aux complexes t ransformés de r e s t e r  f i x é s  s u r  l a  ma t r i ce  
l 

pour ê t r e  é l u é s  p a r  l a  s u i t e  p a r  un g rad ien t  de concen t r a t ion  e n  s e l .  

L ' o r i g i n a l i t é  de  l ' i d é e ,  r é s i d e  dans l a  d i f f é r e n c e  de concen- 

t r a t i o n  en s e l  n é c e s s a i r e  à l ' é l u t i o n  de chacune des deux formes du 

r écep teu r .  En e f f e t ,  l e  r écep teu r  t ransformé e s t  é l u é  à f a i b l e  f o r c e  

ion ique  a l o r s  que l e  r écep teu r  non t ransformé e s t  é l u é  à une concen- l 
t r a t i o n  en  s e l  p lus  élevée.  L ' éca r t  e n t r e  les  deux concen t r a t ions  e s t  



d'environ 100mEq. Il e s t  s u f f i s a n t  pour qu'on puisse s e  p lacer  à une 

concentration en s e l  q u i  s e r a i t  l e  mi l ieu  de c e t  i n t e r v a l l e .  

Cette  concentratioil  e s t  c e l l e  du tampon u t i l i s é  pour é q u i l i b r e r  

l a  colonne pu i s  pour l e  lavage q u i  succédera à l ' i n j e c t i o n  du 

cytosol  contenant l e  récepteur non transformé. E l l e  s e r a  suffisamment 

élevée pour é l iminer  l e s  proté ines  de l a  zone d ' é lu t ion  du récepteur  

transformé, mais pas assez pour décrocher l a  forme non transformée. 

Une transformation au cours de l a  procédure chromatographique permettra 

de produire l a  forme transformée du récepteur ,  e t  l ' é tabl i ssement  du 

gradient  permettra de récupérer à l ' é t a t  pur ,  ou tout  au moins 

débarrassée des p ro té ines  qui  sont  suscep t ib les  d ' ê t r e  éluées avec 

l e  récepteur  transformé e t  qui  normalement, ont  é t é  éliminées 

Pour i l l u s t r e r  c e t t e  technique, nous avons repor té  s u r  l a  

f igure  21.le p r o f i l  schématique avec l e s  d i f f é r e n t e s  é tapes .  Nous 

dist inguons a i n s i  t r o i s  zones correspondant chacune à une étape.  La 

s i g n i f i c a t i o n  de chacune d ' en t re  e l l e s  e s t  indiquée dans l a  légende. 

L ' e f f i c a c i t é  de c e t t e  technique peut ê t r e  mieux expliquée en analysant  

l ' i n f luence  de chaque étape au niveau de l ' é l u t i o n .  Ains i ,  s u r  l a  

f i g u r e  22.nous avons représenté  à t i t r e  comparatif t r o i s  p r o f i l s  

d ' é lu t ion  qu i  s e r a i e n t  obtenus s i  on soumettai t  l ' é c h a n t i l l o n  p résen t  

s u r  l a  colonne à une analyse par  échange d ' ions  e t  c e c i  à chacune des 

étapes de l a  f i g u r e  2 1 ,  S i  l e s  f r a c t i o n s  de l ' e f f l u e n t  r e c u e i l l i e s  après  

l e  lavage de l a  zone A sont  i n j e c t é e s  dans une colonne DEAE e t  soumises 

immédiatement aux condi t ions  d ' é l u t i o n ,  nous obtiendrons l e  premier 

p r o f i l  où tou tes  les proté ines  sont  éluées à une concentrat ion i n f é r i e u r e  

à c e l l e  c h o i s i e  pour l e  premier lavage. S i  au moment où l e  premier 

lavage e s t  terminé on démarre l e  gradient  c e l a  donnerai t  l e  deuxième 

p r o f i l  où normalement l e  récepteur e s t  encore é lué  avec l e s  a u t r e s  

proté ines  q u i  n 'ont  pas é t é  décrochées l o r s  du premier la6age. 

La transformation modifie l e s  condi t ions  d ' é l u t i o n  du récepteur  

dont l a  fo rce  ionique d ' é l u t i o n  se  retrouve diminuée, c e  qui  

l'amène à ê t r e  é l u é  dans une zone où normalement il ne r e s t e  

aucune p ro té ine  à é l u e r  (3ème p r o f i l ) .  



FRACTIONS 

Figure 21 - Principe du protocole de la purification par 
d'ions en HPLC. 

Zone A : lavage avec le tampon de force ionique intermédiaire (Cm) 
entre celle nécessaire à l'élution du récepteur transformé (RT), 
et celle qui correspond à l'élution du récepteur non 
transformé @NT). 

Zone B : lavage avec le tampon à faible force ionique ne contenant 
pas de molybdate. C'est l'étape de l'élimination de celui-ci 
et aussi de la transformation. 

Zone C : Gradient de concentration en sel. 
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Figure  22 . ;Prof i l s  d ' é l u t i o n  q u i  s e r a i e n t  obtenues s i  on soumet t a i t  

l ' e c h a n t i l l o n  p ré sen t  s u r  l a  colonne à une ana lyse  pa r  
échanges d ' i ons  e t  c e c i  à chacune des é t a p e s  de l a  f i g u r e  
21.  (RTiRécepteur Transformé). (RVT: Récepteur non t ransformé.  



3) P u r i f i c a t i o n  du r é c e ~ t e u r  t ransformé .................... --------------- 
R é s u l t a t s  et  d i scuss ion  

3.1 - Source du r écep teu r  

Nous avons commencé n o t r e  é tude  expérimentale  par  l ' a p p l i -  

c a t i o n  du p ro toco le  q u i  v i e n t  d ' ê t r e  exposé, e t  au vu des r é s u l t a t s  

nous avons essayé d ' op t imi se r  l e s  cond i t i ons  du lavage ,  de l a  

t ransformat ion  e t  de l ' é l u t i o n .  La  source de r écep teu r  u t i l i s é  à 

c e t  e f f e t  é t a i t  s o i t  l e  c y t o s o l ,  s o i t  l ' e x t r a i t  du s u l f a t e  de  

protamine. Dans l e s  e s s a i s  de  mise au p o i n t  du p ro toco le  r é a l i s é s  

s u r  t o u t e s  l e s  colonnes,  Mono Q ,  DEAE ana ly t ique  e t  p r é p a r a t i v e ,  

nous n'avons u t i l i s é  que du c y t o s o l ,  pu i s  pour  augmenter l e  rendement 

d e  l a  p u r i f i c a t i o n  s u r  l a  DEAE p r é p a r a t i v e ,  nous avons eu r ecour s  à 

l ' e x t r a i t  du r écep teu r  p r é c i p i t é  au s u l f a t e  d e  protamine. Il s ' a g i t  

d 'une f r a c t i o n  cy toso l ique  q u i  a  s u b i  une double p r é c i p i t a t i o n ,  par  

l e s  s u l f a t e s  de  s t reptomycine,  pu i s  de  protamine. La d e r n i è r e  p r é c i p i -  

t a t i o n  n é c e s s i t e  l ' emplo i  d 'un tampon de  f o r t e  f o r c e  ionique pour  

r e s o l u b i l i s e r  l e  r écep teu r  des  g lucocor t i co ldes .  C e t t e  technique 

permet d ' a v o i r  un taux  de p u r i f i c a t i o n  moyen compris e n t r e  8 e t  10 f o i s .  

S i  depuis  s a  mise au po in t  (Govindan eA d. 1978) e l l e  a  é t é  t r è s  

peu u t i l i s é e  pour p u r i f i e r  l e  r écep teu r  t ransformé,  c ' e s t  à cause  de  

l a  concen t r a t ion  é l e v é e  en s e l  du tampon d e  r e d i s s o l u t i o n  320 m~q! 1 
a lo r s  que l e  r écep teu r  t ransformé e s t  décroché des colonnes échangeuses 

d ' i ons  à 180-220 mEq) e t  a u s s i  d e  l a  présence du molybdate q u i  i nh ibe  

d'une manière e f f i c a c e  l a  t ransformat ion .  S ' ag i s san t  d e  c e  d e r n i e r  

po in t ,  n o t r e  p r o t o c o l e  s 'en accommode t rès b i e n  puisqu 'il l ' é l i m i n e  

ap rès  l ' é t a p e  d e  lavage.  

Par  c o n t r e ,  l e  problème de l a  f o r c e  ion ique  é t a i t  p l u s  s é r i eux ,  il 

sfagissai t  en e f f e t  d ' a b a i s s e r  l a  concen t r a t ion  en sel .  Pour c e l a  

nous av ions  l e  choix e n t r e  une d i a l y s e  à l ' é q u i l i b r e  e t  dne d i l u t i o n  

de  l ' e x t r a i t .  C ' e s t  c e t t e  d e r n i è r e  s o l u t i o n  q u i  a  é t é  re tenue  c a r  e l l e  

e s t  p l u s  s imple e t  p l u s  rap ide .  Seulement, c e l l e - c i  n e  pouvai t  ê t r e  

envisagée d i rec tement  s u r  l ' e x t r a i t  c a r  c e l a  provoquera i t  l a  p r é c i -  

p i t a t i o n  irrimédiate du s u l f a t e  de protamine. Ce problème p o u ~ a i t  ê t r e  

r é so lu  en u t i l i s a n t  deux méthodes. La première proposée par  1 
 ovind dan c o n s i s t e  à incuber  en ba tch  l ' e x t r a i t  avec de l a  CM-sephadex 

pendant 2 à 3 minutes.  Le f i l t r a t  e s t  récupéré  puis  d i l u é .  La 



seconde p r é v o i t  l ' é l i m i n a t i o n  du s u l f a t e  de  protamine par  une 

f i l t r a t i o n  r a p i d e  s u r  une colonne de  g e l  f i l t r a t i o n  ACA 202 (Pharmacial 

é q u i l i b r é e  dans un tampon phosphate (320 mEq). L ' e x t r a i t  f i l t r é  e s t  

e n s u i t e  d i l u é  au 3/5 avec un tampon phosphate 20 mEq. Nous avons 

adopté  c e t t e  méthode à cause de  son usage courant  au l a b o r a t o i r e .  

Pour diminuer l e  volume à a j o u t e r  pour d i l u e r ,  nous avons diminué l a  

f o r c e  ion ique  du tampon q u i  s e r t  à é q u i l i b r e r  l a  colonne de g e l  

f i l t r a t i o n  à environ 260 mEq. L ' e x t r a i t  d i l u é  obtenu e s t  à une 

concen t r a t ion  en s e l  de 180-200 mEq. Ce l l e - c i  e s t  net tement  en  dessous 

de l a  f o r c e  ionique n é c e s s a i r e  à l ' é l u t i o n  du r écep teu r  non t ransformé,  

ce q u i  permet de l ' u t i l i s e r  pour n o t r e  pro tocole .  

3.2 - I n j e c t i o n  

Une des  q u a l i t é s  p r i n c i p a l e s  des  systèmes d ' i n j e c t i o n  en HPLC 

e s t  l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  de  l ' i n j e c t i o n .  C ' e s t  pourquoi l ' a p p a r e i l  

u t i l i s é  à c e t  e f f e t  e s t  t rEs  soph i s t i qué  e t  n e  permet généralement 

d ' i n j e c t e r  que des  p e t i t s  volumes. En e f f e t  l e s  vannes conduct r ices  

des  s o l u t i o n s  à l ' i n t é r i e u r  d e  l ' i n j e c t e u r ,  s o n t  t r è s  é t r o i t e s ,  e t  

ne  permet ten t  l a  c i r c u l a t i o n  que d e  p e t i t s  volumes de  s o l u t i o n s  

l impides ne contenant  pas  d e  p r é c i p i t é .  A c e t  égard, il e s t  n é c e s s a i r e  

de  f i l t r e r  l e s  s o l u t i o n s  s u r  des  f i l t r e s  0 ,22 à 0 , 4 5 ~  avant d e  l e s  

i n j e c t e r  e t  c e c i  pour é v i t e r  l e  colmatage d e  l ' i n j e c t e u r .  

 injecteur que nous avons u t i l i s é  e s t  du type U6K de Waters ,  

avec une boucle  d e  2 m l .  Cependant, son a p p l i c a t i o n  à 1' i n j e c t i o n  du 

c y t o s o l  et:& l ' e x t r a i t  du r écep teu r  p r é c i p i t é  a u  s u l f a t e  de protamine 

a posé'de s é r i e u x  problèmes, s u r t o u t  pour des  volumes re la t ivement  

é l evés .  

5 Cytosol 

Le c y t o s o 1 , s u r n a ~ e a n t  d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e s t  t r è s  hé té rogène  

e t  s a  t eneu r  en p r o t é i n e s  e s t  re la t ivement  é l evée  (25-30 mg/ml). Le 

volume maximum qu'on peut  i n j e c t e r  v a r i e  s e l o n  l a  c o l o n n e l u t i l i s é e .  

A ins i ,  pour l a  Mono Q il e s t  de 1 m l .  Pour l a  DEAE ana ly t ique  il e s t  

de  1,5-2 m l  e t  e n f i n ,  il e s t  d e  6 à 7 m l  pour l a  DEAE p r é p a r a t i v e .  

En e f f e t ,  c e s  volumes correspondent  à l a  c a p a c i t é  de  charge maximum 

en p r o t é i n e s  des  colonnes. Avant de  procéder  à l ' i n j e c t i o n ,  nous 

prenions  s o i n  de m e t t r e  en haut  des  colonnes des  f i l t r e s  de O, 50um 

q u i  a s s u r a i e n t  l a  p r o t e c t i o n  des colonnes e t  c e c i  à cause  de l a  

f r a g i l i t é  d e  c e l l e s - c i .  



D'au t r e  p a r t ,  nous prenions garde d ' u t i l i s e r  des  c y t o s o l s  

l impides,  c e l a  a f i n  d ' é v i t e r  l e  colmatage du système d ' i n j e c t i o n .  

C e t t e  précaut ion  s ' e s t  avé rée  i n s u f f i s a n t e  pour é v i t e r  l e s  problèmes 

d ' i n j e c t i o n .  En e f f e t ,  dès  qu'on v o u l a i t  i n j e c t e r  p l u s  de 1 m l  de 

c y t o s o l  (DEAE a n a l y t i q u e ) ,  c ' é t a i t  l ' i n j e c t e u r  q u i  s e  co lma ta i t  ou 

b i e n  l e  f i l t r e  q u i  s e  bouchai t .  Cela nous o b l i g e a i t  à changer l e s  

f i l t r e s  e t  p a r f o i s  d e  démonter l ' i n j e c t e u r  pour l e  déboucher au cours  

d e  l a  manipulat ion.  Nous avons cherché à résoudre c e  problème en f i l t r a n t  

l e  c y t o s o l  s u r  des  f i l t r e s  Milex 0,22 Pm, mais c e t t e  s o l u t i o n  a é t é  

rapidement abandonnée c a r  on p e r d a i t  l a  m o i t i é  de l ' a c t i v i t é  d e  

l i a i s o n  du récepteur .  

Dans l e s  me i l l eu re s  expér iences ,  nous sommes a r r i v é s  à i n j e c t e r  

3 m l  dans l a  DEAE p r é p a r a t i v e  e t  nous é t i o n s  donc l o i n  de l a  c a p a c i t é  

maximum de l a  colonne. 

A p a r t i r  de c e  moment il f a l l a i t  chercher  un a u t r e  moyen 

pour e x p l o i t e r  t o u t e  l a  c a p a c i t é  de l a  colonne. Pour c e l a  nous avons 

c h o i s i  d ' u t i l i s e r  l ' e x t r a i t  du r écep teu r  p r é c i p i t é  au s u l f a t e  d e  

protamine qu'on f i l t r a i t  e t  d i l u a i t  avant  d e  l ' i n j e c t e r  dans l a  

colonne. 

4 E x t r a i t  du s u l f a t e  de  protamine 

Le taux de  p r o t é i n e  à c e  s t a d e  e s t  d ' envi ron  4-5 mg/ml, donc 

nous av ions  l a  p o s s i b i l i t é  d ' i n j e c t e r  35 m l .  Cependant l e  problème d e  

l ' i n j e c t i o n  é t a i t  t ou jou r s  posé, mais à un degré moindre c a r  

on a r r i v a i t  à i n j e c t e r  p l u s  de volume p a r  r appor t  au cy toso l .  Là  

encore l e s  f i l t r e s  s e  bouchaient  rapidement,  e t  vu l e  volume q u ' i l  

f a l l a i t  i n j e c t e r  on é t a i t  o b l i g é  de  changer d e  f i l t r e  tous l e s  2 m l  

i n j e c t é s .  Le problème é t a i t  p l u s  s é r i eux  pour l ' i n j e c t e u r  puisque  l e  

r i s q u e  d'abimer l e s  va lves  q u i  s e  t rouvent  au bout d e  l a  vanne 

d ' i n j e c t i o n  é t a i t  important  e t  c e c i  à cause du démontage r é p é t é  d e  

l ' a p p a r e i l .  C '  e s t  pourquoi,  nous nous sommes rendus à 1' évidence 

q u ' i l  f a l l a i t  u t i l i s e r  une boucle  en p l a s t i q u e  en dehors  d e  l ' i n j e c -  

t e u r  e t  q u i  s e r a i t  p l acée  e n t r e  c e l u i - c i  e t  l a  colonne. Dans un 

premier  temps, nous avons gardé l e  f i l t r e  en précolonne,  malheureu- 

sement, pour i n j e c t e r  l e s  12,5 m l  de l a  boucle ,  il f a l l a i t  l e  changer  

3 à 4 f o i s  e t  nous av ions  déc idé  de  l ' e n l e v e r  c a r  c e l a  provoquai t  



en p lus  l ' é c l a t emen t  de  la  boucle  p a r  augmentation d e  l a  p re s s ion  

en amont du f i l t r e .  Nous avons donc adopté c e  système d ' i n j e c t i o n  

q u i  pe rme t t a i t  d ' i n j e c t e r  à un d é b i t  de 3 ml/minute sans  d i f f i c u l t é s .  

Cependant, nous sommes r e s t é s  t r è s  v i g i l a n t s  dans l a  s u r v e i l l a n c e  d e  

l 'augmentat ion de  l a  p re s s ion  e t  nous avons c o n s t a t é  qu 'après  l e s  

lavages d e  régénéra t ion  de  l a  colonne l a  p re s s ion  redevenai t  normale. 

En e f f e t ,  c e l l e - c i  s e  s i t u a i t  v e r s  150 p s i  a p r è s  l ' é q u i l i b r a g e  de l a  

colonne p u i s  a t t e i g n a i t  250 p s i  à l a  f i n  de  l ' i n j e c t i o n .  

3.3. Déterminat ion de l a  f o r c e  ion ique  de  lavage 

Nous avons commencé c e t t e  é tude  p a r  l a  dé te rmina t ion  d e s  

concen t r a t ions  en s e l  correspondant  à l ' é l u t i o n  des deux formes d u '  

récepteur .  Pour c e l a ,  du cy toso l  préparé  en absence d e  molybdate, 

e s t  p a r t i e l l e m e n t  t ransformé,  p u i s  i n j e c t é  dans l e s  colonnes.  Après 

lavage avec un tampon phosphate d e  f a i b l e  f o r c e  ion ique ,  pour en lever  

l e  s t é r o ï d e  l i b r e ,  on e f f e c t u e  l ' é l u t i o n  p a r  un g rad ien t  de  concen- 

t r a t i o n  en NaCl (80 mEq - 580 r n ~ ~ ) .  Pour l a  colonne Mono Q, l a  

forme transformée du r écep teu r  e s t  é luée  à 220mEqet l a  forme non 

t ransformée à 380niEq. Alors  que pour  l e s  colonnes de DEAE, l e  r écep teu r  

t ransformé e s t  é lu6  à 19OmEqet l e  non t ransformé à 2 9 0 m ~ q ( ~ i ~ u r e 2 3 k ~ o u s  

remarquons d 'une p a r t  que l a  f o r c e  ion ique  n é c e s s a i r e  à l ' é l u t i o n  

des  2 formes du r écep teu r  e s t  sensiblement  p lus  é l evée  dans l a  

colonne Mono Q. Cela e s t  probablement dû à l a  n a t u r e  p l u s  b a s i q u e  

d e  c e l l e - c i .  D 'au t re  p a r t ,  l a  d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  f o r c e s  i on iques  

correspondant  à l ' é l u t i o n  des deux formes du r écep teu r  e s t  p l u s  grande 

dans l a  Mono Q. A p r i o r i ,  l a  colonne Mono Q semble ê t r e  un m e i l l e u r  

candida t  pour  l ' a p p l i c a t i o n  de n o t r e  p ro toco le  à l a  p u r i f i c a t i o n  du 

r écep teu r  t ransformé,  mais en p r a t i q u e  deux f a c t e u r s  e s s e n t i e l s  sont  

p r i s  en cons idé ra t ion ,  l e  premier e s t  d ' o rd re  q u a n t i t a t i f .  En e f f e t  nous 

disposons dans l e  commerce de  colonne DEAE p r é p a r a t i v e  a y i n t  un volume d e  

54,4 m l  e t  une c a p a c i t é  beaucoup p l u s  grande que l a  colonne Mono Q 

p r é p a r a t i v e  q u i  n' e x i s t e  qu' en volume de 20 m l .  Le deuxième f a c t e u r  

e s t  d ' o rd re  économique, en e f f e t  l e s  colonnes Mono Q de Pharmacia 

rev iennent  p l u s  cher  que l e s  colonnes DEAE de LKB. 



L i  L L E  0 
FRACTIONS 

Figure 23 - Détermination des concentrations en sel nécessaire à 
l'élution des 2 formes du récepteur. 

a) colonne Mono C) ; RT élu6 à 220 mEq, RNT élué à 380 mEq. 

b) colonne DEAE analytique ; RT élu6 24 190 mEq, RNT élué 
à 290 mEq. 

RT : Récepteur transformé ; RNT : Récepteur non transformé. 



3 . 4 .  Importance des lavages 

L'étape de lavage e s t  chargée d 'é l iminer  du gel toutes  l e s  

proté ines  non spéci f iques  sans pour au tan t  toucher aux complexes 

hormone-récepteur adsorbés sur  l e  ge l .  E l l e  d o i t  ê t r e  à l a  f o i s  

e f f i c a c e  e t  douce. Cet te  étape e s t  r é a l i s é e  grâce à l a  f o r c e  ionique. 

Il e s t  évident  que ce  son t  des condi t ions  non spéci f iques  e t  qu 'à  

p a r t i r  d'une c e r t a i n e  concentrat ion,  même l e s  complexes hormone- 

récepteur seront  él iminés au même t i t r e  que l e s  au t res  p ro té ines .  

 étape de lavage avec l a  f o r c e  ionique e s t  l a  p lus  importante 

de no t re  protocole,  c a r  c ' d s t  e l l e  q u i  condit ionne l e  degré du taux 

de p u r i f i c a t i o n  e t  du rendement f i n a l  de l a  prépara t ion  du récepteur .  Nous 

avons essayé de trouver à chaque f o i s  l e s  condit ions optimales du 

lavage en procédant d'une manière empirique, à savo i r  une augmentation 

progressive e t  mesurée de l a  concentrat ion en s e l  concomitante à 

une augmentation a u s s i  b ien  mesurée du temps de lavage. 

3.4.1 . Colonne Mono Q 

Le lavage à O°C à une concentrat ion en NaCl de 310 mEq pendant 

30 minutes avec un d é b i t  de 0,4 ml/min a donné l e  mei l leur  rendement 

avec un taux de p u r i f i c a t i o n  acceptable.  Un lavage plus long s e  f a i t  au 

détriment du rendement. 

3 . 4 . 2 .  CoConne DEAE andyLique 

Notre bu t  é t a i t  i c i  de déterminer l e s  grandes l ignes  du 

protocole  nous réservant  a i n s i  de l ' amél io re r  avec l a  colonne 

DEAE prépara t ive .  Nous avons é t a b l i  qu 'à  p a r t i r  d'un lavage à O°C 

e t  à 230 mEq pendant 30 à 35 minutes avec un d é b i t  de 0 ,5  mllminute 

nous avions déjà  une prépara t ion  p u r i f i é e .  

3 . 4 . 3 .  Calonne PEAE p & é p W v e  l 

- E x W  de cy;to4oR 

Dans un premier temps nous avons trouvé que s i  l a  f o r c e  

ionique d ' équ i l ib rage  é t a i t  plus f a i b l e ,  c 'est-à-dire éga le  à 180 mEq, 

e t  que l e  lavage s e  f a i s a i t  à 235 mEq après  i n j e c t i o n ,  c e l a  a v a i t  

pour conséquence d'augmenter l e  rendement jusqu'à  60 %, seulement l e  

taux de p u r i f i c a t i o n  é t a i t  plus f a i b l e ,  il s e  s i t u a i t  v e r s  100 f o i s .  



C'es t  en augmentant l a  f o r c e  ionique e t  l e  temps de lavage à 250 mEq 1 
pendant 40-45 minutes que nous avions eu un taux de p u r i f i c a t i o n  

moyen de 270 f o i s  e t  que nous n ' a r r iv ions  p lus  à dépasser.  Cela a 

é t é  r é a l i s é  au détr iment  du rendement puisque c e  d e r n i e r  e s t  passé à 

40 %. Cela i l l u s t r e  clairement l a  d i f f i c u l t é  que pose l ' amél iora t ion  

de l a  p u r i f i c a t i o n ,  c a r  en e f f e t  on ne peut pas prévoir  à l ' avance  

qu'un t e l  changement de paramètre aura  obligatoirement un r é s u l t a t  : 
p o s i t i f .  Ce sont  là p lus ieur s  paramètres qu i  i n t e r f è r e n t  e t  on ne peut 

pas changer l ' u n  sans t e n i r  compte de l ' a u t r e .  Il f a u t  chercher conti-  

nuellement l e  compromis. 

Les lavages qu i  ont  donné l e s  mei l leurs  r é s u l t a t s  ont  é t é  

r é a l i s é s  à 250 mEq pendant 40 minutes avec un déb i t  de 3,5 mllminute. 

Nous avons noté une l égè re  amél iora t ion  lorsque pour passer  de  l a  

fo rce  ionique d ' équ i l ib rage  (180 mEq) à c e l l e  du lavage (250 mEq) 

nous é t a b l i s s i o n s  un g rad ien t  de 4 minutes. Cela e s t  encore p lus  net  1 
l 

quand on é t a b l i t  un a u t r e  g rad ien t  de 7 minutes pour reveni r  au tampon 

phosphate 80 mEq. 

3.5. Transformation des complexes hormone-récepteur 

Les complexes hormone-récepteur subissent  l a  t ransformation 

à l ' i n t é r i e u r  des colonnes e t  cec i  dans un bain-marie à 25°C. Ce t t e  

é tape  ne peut  avo i r  l i e u  que s i  l a  force  ionique à l ' i n t é r i e u r  de l a  

colonne e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  nécessa i re  à l ' é l u t i o n  du récepteur  

transformé. O r ,  pendant l e  premier lavage, l a  concentrat ion en s e l  

dans l e  tampon phosphate e s t  comprise e n t r e  230 e t  300 mEq, donc 

supér ieure  à l a  norme q u i  v i e n t  d ' ê t r e  s i t u é e .  Un deuxième lavage 

avec un tampon phosphate 80mEqpermet à l a  f o i s  d ' aba i s se r  l a  f o r c e  

ionique e t  d 'él iminer l e  molybdate, e t  ouvre a i n s i  l a  voie pour l a  

t ransformation.  Le p ro taco le ,  t e l  q u ' i l  nous a é té  communiqué pa r  

P. Lustenberger prévoyait  que l a  t ransformatioh d e v r a i t  avo i r  l i e u  



juste après la fin du premier lavage avec le tampon phosphate 230- 

300 mEq, et donc au moment du début du lavage avec le tampan phosphate 

80 mEq. C'est-à-dire qu'au fur et à 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 façon et au vu du faible rendement obtenu, nous 

nous sommes efforcés dans la mesure du possible d'améliorer ce dernier. 

A cet égard, nous avons établi que si le lavage avec le tampon 
1 

phosphate 80 ÜIE~ sans molybdate se fait à 0°C pendant 10 minutes avec l 

un débit de 0,4 ml/min avant le début de la transformation par 

immersion de la colonne dans un bain-marie à 25"C, le rendement de la 

préparation finale était meilleur. 

Nous avons repris ce même protocole et nous l'avons appliqué 

à la DEAE analytique. Seulement à l'élution nous ne récupérions aucune 

activité et nous avons pensé que celle-ci sortait probablement au cours de 

l'étape de transformation où il apparaissait 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 m ~ q )  était un peu 

élevée, c'est pourquoi nous l'avons diminuée à 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 

même. Et enfin nous avons estimé que les 10 minutes du lavage avec 

le tampon phosphate 80 mEq à O°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 (à 0°C) à 30 minutes, 

et c'est seulement quand il arrivait à son terme que nous démarrions 

la transformation. Ce temps a été déterminé par un contrôle soigneux 

sur toutes les fractions de la force ionique au spectrophotomitre 

à emission de flamme, et du molybdate par l'absorbance à 280 nm. 

Ainsi nous avons pu établir que désormais la transformation 

devrait avoir lieu à débit nul, Une explication à cela est que la 

nature plus basique de la colonne Mono Q favorise bien plus la 



transformation que la colonne DEAE sur laquelle elle est: beaucoup plus 

lente. 

Enfin, pour la colonne DEAE préparative, nous avons procédé de 

la même façon, et à notre grande satisfaction les résultats étaient 

tout à fait intéressants et il ne restait qu'à optimiser les conditions 

requises. D'autre part, nous avons constaté que l'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 l'augmentation du pic de l'hormone libre apparessant 

en début d'élution (voir plus loin). 

3.6. Elution des complexes hormone-récepteur transformé 

3.6.7. Colonne M o ~ o  

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'à 60 minutes ainsi 

qu'en témoigne le dosage du sodium et du potassium dans l'effluent 

de la colonne. Ce temps s'est avéré approprié à 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 VEAE a n d y L q u e  

Le récepteur sous forme transformée est élué par un gradient 

entre les tampons phosphates 80 mEq et 580 mEq, et l'on voit apparaître 

trois pics (figure 2 5 1. Le premier, qui sort dans le volume mort 
de la colonne et qu? n'existait pas à l'élution de la colonne Mono Q 

correspond à l'hormone libre, ainsi que le contrôle de fixation sur 

la DNA-cellulose l'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 représente le récepteur 

non transformé résiduel. Ca courbe des protéines présentée sur le 

même profil, suit une allure qui a été prévue par l'étude théorique. 



Figure 24  - ni r i f i ca t ion  du récepteur transformé par chromatographie d'échange d'ions sur ~ g n o  Q en HPLC. 

Un al iquote  (1 ml) de cytosol  e s t  chargé sur  une colonne Mono Q (Pharmacia), équi l ibrée  dans un tampon phosphate (310 mEq) . 
Le premier lavage dure 30 minutes à O°C (A). Il e s t  s u i v i  d'un lavage avec l e  tampon phosphate (80 mEq) pendant 40 minutes. 
Pendant l e s  10 premières minutes (BI, l a  colonne e s t  maintenue à O°C, puis e l l e  e s t  placée dans un bain  à 2S°C ( C I .  L'é lu t ion  
e s t  effectuée à l ' a ide  d'un gradient  l i n é a i r e  en t re  l e s  tampons phosphate 80 mEq e t  580 mEq (D). Des f r a c t i o n s  de 0,4 ml son t  
col lec tées  e t  50 p l  de chaque f rac t ion  sont analysés pour l e  dosage de l a  radioact iv i té .  Le dosage des proté ines  e s t  e f fec tué  
Sut toutes l e s  fractions.  LE DEBIT ESTDE 0.4 ML/MIN, 
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Donc, dès qu'on atteint l a  concentration intermédiaire entre celles 

nécessaires à llél.ution des 2 formes du récepteur, le pic des protéines 

apparaît. 

3.6.3. CaRonne de PEAE pn~panat;ive 

E x W  de cyta~vL 

Le profil d'élution est presque identique à celui de la DEAE 

analytique en ce sens qu'on voit apparaître un pic d'hormone libre, 

un pic majeur à deux sommets dont l'un serait probablement l'ampli- 

fication de l'épaulement observé dans la DEAE-analytique, et enfin 

un pic mineur correspondant au récepteur non transformé (figure 26 1. 
Nous étions très satisfaits de retrouver pratiquement les 

mêmes résultats que ceux que nous avions trouvés pour la DEAE 

analytique. Ceci est très intéressant en ce sens que cette étude 

montre clairement qu'avant de s'engager dans l'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 

l'analytique, ce qui était plutôt une bonne surprise. En effet il y 

avait là une amélioration d'un des deux facteurs les plus importants 

dans la purification, celui du rendement, l'autre étant le taux 

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

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

perte énorme, qui peut être 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 à augmenter la quantité de récepteur présente dans l'achan- 

tillon injecté en recourant à une étape de prépurification. Notre 

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

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

180 mEq-580 mEq fait apparaître trois pics, Le premier est celui de 



Figure 26 
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cepteur transformé par  chromatographie d'échange d'ions sur  DEAE préparative en HPLC. 

Un a l i q u o t w m l )  de cytosol  e s t  chargé su r  une c o l o a ~ e  de DEAE préparative 5 4 5  IW, équi l ibrée  dans l e  tampon 
phosphate 180 mEq. Le premier lavage s 'e f fec tue  avec l e  tampon phosphate 2 5 0  mEq pendant 4 0  minutes à O°C(A). Il 
e s t  su iv i  d'un lavage avec l e  tampon phosphate 80 mEq pendant 30 minutes à O°C (B) , puis l a  transformation a l i e u  
à 2S°C pendant 30 minutes à dgbi t  nul .  L'blution e s t  effectuée l ' a ide  d'un gradient  l i n é a i r e  ent re  l e s  tampons 80 
mEq e t  580 mEq (C).Des f rac t ions  de  3,5 m l  sont  col lec tées  e t  150 u 1  de chaque f r a c t i o n  sont analysés pour l e  dosage 
de l a  radioact iv i té .  Le dosage des proté ines  e s t  effectué s u r  l e  cytosol de départ  e t  sur  l e s  f r ac t ions  du pic du 
récepteur transformé. LE DEBIT ESTOE 3.5 ML/MIN, , 



l 'homone l ib re .  En e f f e t ,  aucune ré tent ion de l a  r ad ioac t i v i t é  de 

c e t t e  f r ac t i on  n ' e s t  absemée sur  l a  colonne de DNA-cellulose; de 

plus toute  la  r ad ioac t i v i t é  so r t  avec l e  s té ro ïde  l i b r e  après analyse 

en ge l - f i l t r a t i on  su r  colonne HPLC TSK 63000 SW, e t  enf in ,  aucune 

présence de proté ine  dans l a  région de migration du récepteur n ' e s t  

retrouvée en analyse par  électrophorèse en PAGE/SDS. Seul l e  p i c  

majeur correspond au récepteur transformé. Notre idée de démarrer l e  

gradient  à l a  concentration d ' é lu t ion  du récepteur transformé (180mEq 

au l i e u  de 8OmEq) e t  donc d 'ef fectuer  une é lu t ion  f ron ta le  s ' e s t  

avérée fructueuse. Ainsi,  comme nous l 'avions espéré cela  a eu pour 

r é s u l t a t  de concentrer l e  p i c  e t  donc de l im i t e r  son étalement. Ce 

changement a é t é  concomitant à une réduction dans l e  temps du gradient  

à 37 minutes au l i e u  de 45 minutes. Un seul  inconvénient, mais qu i  e s t  

lo in  d ' ê t r e  gênant, e s t  que par ce b i a i s  l'hormone l i b r e  e s t  moins bien 

séparée des complexes hormone-récepteur, e t  s o r t  sous forme d 'un 

épaulement (figure-27 ' ). La courbe des protéines s u i t  une a l l u r e  

qu i  concorde avec l e s  prévisions théoriques e t  montre une augmentation 

n e t t e  au delà de l a  région d 'é lut ion du récepteur transformé. 

Une comparaison des d i f f é r en t s  r é su l t a t s  obtenus à p a r t i r  des 

d i f fé ren tes  colonnes pour l a  pur i f i ca t ion  du récepteur sous forme trans- 

formée, e s t  présentée dans l e s  tableaux V ,  Vf e t  V a  Nous n'avons 

retenu à chaque f o i s  que l e s  expériences l e s  p lus  s i gn i f i c a t i ve s  e t  l e s  

plus importantes. Le tableau V montre l a  pur i f i ca t ion  en une seu le  

étape du récepteur cytosolique e t  compare l e s  d i f fé ren tes  colonnes 

u t i l i s é e s .  Les tableaux n e t  vamontrent  l a  pur i f i ca t ion  en deux étapes 

de l ' e x t r a i t  du récepteur p r éc ip i t é  en su l f a t e  de protamine e t  c e l a  

en u t i l i s a n t  deux volumes d 'échant i l lon d i f fé ren t s .  Certaines consta- 

t a t i ons  s'imposent à l a  l e c tu r e  de ces tableaux : 

- l e s  qua l i t é s  de l a  colonne Mono Q apparaissent  trèS séduisantes,  

f o r t e  ré tent ion e t  meil leure séparation par rapport à l a  DEAE, mais 

nous ne croyons pas avoir  f a i t  un mauvais choix en optant pour c e t t e  

dernière,  c a r  en prat ique l e s  r é su l t a t s  sur l e  plan de l a  pur i f i ca t ion  

sont s imi la i res .  

Le taux de pu r i f i c a t i on  de 70 f o i s  que nous avons obtenu avec 

l a  MonoQ e s t  in fé r ieur  à ce lu i '  a t t e i n t  par M. Denis à Nantes (2000 à 

3000 fo i s )  sur  l a  même colonne. Ce t te  différence e s t  probablement due 
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Pro té ines  A c t i v i t é  de 
Volume 

A c t i v i t é  
t o t a l e s  [3HfigsEtal Spécif ique P u r i f i c a t i o n  Rendement 

(ml) <mg) ' . x  1 0 6 .  . dpm mg" ( taux)  a; 
dpm x 1 0-6 

Cytosol 45 1183,5 , . 32,6 0,027 1 .  100 
. . 

S u l f a t e  11 86,9 20,2 O, 230 895 6 2 

S u l f a t e  des sa l é  18 77,4 16 ,O 0,206 796 4 9 
et d i l u é  

P u r i f i c a t i o n  14 0,203 4,5 22.47 930 14 
DEAE 

TABLEAU VI-  P u r i f i c a t i o n  en deux é tapes  du récepteur  à glucocort icoIdes transformé de  f o i e  de r a t .  

Le r écep teu r  a  é t é  p u r i f i é  à p a r t i r  du cy toso l  de 3 f o i e s  de r a t .  Le rendement d ' é l u t i o n  
s u r  l a  DEAE p répa ra t ive  e n  HPLC e s t  de 30 %. 



Volume Protéines Activité de Activité Purification Rendement 
(ml) totales liaison Spécifique X 

(mg) [ 3 ~ ] ~ ~ t g t a l  dpm mg'1 .  aux) 
x10- 

. ' (dprn) 
. .  . x10-6 

cytosol 

Sulfate 

Sulfate- dessalé 
e t  dilué 35 

Purification 
DEAE préparative 21 . 

TABLEAU V I I -  P u r i f i c a t i o n  en deux é tapes  du r écep teu r  des  g lucocor t ico ides  transformé 

de  f o i e  de r a t .  

Le r écep teu r  a é t é  p u r i f i é  à p a r t i r  du cy toso l  de 6 f o i e s  de r a t .  Le  rendement 

à l ' é l u t i o n  s u r  l a  DEAE-préparative en HPLC e s t  d 'environ 50 %. 



à l ' i n e x a c t i t u d e  du dosage des proté ines .  En e f f e t ,  les q u a n t i t é s  

dosées au niveau du p i c  du récepteur  transformé é t a i e n t  t r è s  f a i b l e s ,  

e t  souvent i n f é r i e u r e s  à 2 pg. Ce t t e  va leur  se s i t u e  dans une zone 

de c a l i b r a t i o n  t r è s  v a r i a b l e  e t  e l l e  e s t  donc d i f f i c i l e  à déterminer 

avec exacti tude.  Cependant une f a i b l e  v a r i a t i o n  de l a  quan t i t é  peut 

e n t r a î n e r  une augmentation ou une diminution importante dans l e  

taux de p u r i f i c a t i o n .  

La conséquence immédiate de l ' u t i l i s a t i o n  de l a  colonne DEAE 

p répara t ive  é t a i t  l ' amé l io ra t ion  n e t t e  du rendement e t  a u s s i  du 

taux de p u r i f i c a t i o n .  En e f f e t ,  ce de rn ie r  a  é t é  m u l t i p l i é  pa r  t r o i s  

par  rapport  à l a  DEAE analy t ique  e t  l a  Mono Q. De même, l e  rendement 

a  a t t e i n t  40 % a l o r s  que nous é t i o n s  seulement à l a  moi t ié  de l a  

capac i t é  de l a  colonne du point  de vue charge. Alors que pour l a  

DEAE analy t ique ,  même s i  on é t a i t  à l a  charge maximale l e  rendement 

n e  dépassa i t  guère 30 %. 

5 L'étape de dessalage de l ' e x t r a i t  du récepteur  p r é c i p i t é  au 

s u l f a t e  de protamine, s u i v i e  de l a  d i l u t i o n  a eu pour r é s u l t a t  de 

diminuer l ' a c t i v i t é  l i é e  du récepteur e t  donc l e  rendement f i n a l  

de l a  p u r i f i c a t i o n ,  mais son u t i l i t é  r e s t e  indiscutable .  

5 L'acquis i t ion  d'un taux de p u r i f i c a t i o n  a u s s i  i n t é r e s s a n t  

e s t  à mett re  au c r é d i t  de l ' u t i l i s a t i o n  de l ' e x t r a i t  du récepteur  

p u r i f i é  au s u l f a t e  de protamine. 

5 Le f a i t  d ' avo i r  résolu  l e  problème de l ' i n j e c t i o n  e t  donc 

de doubler l e  volume de l ' e x t r a i t  du récepteur p r é c i p i t é  au 

s u l f a t e  de protamine à i n j e c t e r  a  eu pour r é s u l t a t ,  à l a  f o i s  

d'augmenter le  rendement e t  l e  taux de p u r i f i c a t i o n .  

5 La technique dfHPIEC nous a permis de p u r i f i e r  avec un 

rendement acceptable  des quan t i t é s  s i g n i f i c a t i v e s  du récepteur ; 

c e t t e  méthode e s t  rapide ,  e l l e  p a r a î t  reproduct ib le ,  e t  e l l e  nous 

a donné des s a t i s f a c t i o n s  b ien  p lus  grandes que l a  DNA-cellulose. 

C 'es t  pourquoi e l l e  nous p a r a î t  une a l t e r n a t i v e  t r è s  appropriée 

à c e t t e  de rn iè re  méthode pour p u r i f i e r  l e  récepteur  transformé. 

Toutefois ,  il nous p a r a î t  i n t é r e s s a n t  de l a  compléter. 

- -- 



En e f f e t ,  l e  r é s u l t a t  que nous proposons i c i  e s t  l e  f r u i t  de 

p lus ieu r s  expériences. Nous présumons q u ' i l  e s t  raisonnable e t  que 

nous avons trouvé l e  compromis souhaitab le .  Nous estimons même que 

nous sommes à l a  l i m i t e  du compromis, c a r  d ' a u t r e s  changements 

intervenant  s u r  l a  durée e t  l a  concentrat ion en s e l  du premier lavage 

ou s u r  le temps de transformation nous ont  f a i t  basculer  aux ext rémités ,  

c ' e s t  à d i r e  un taux de p u r i f i c a t i o n  é levé  e t  un t r è s  f a i b l e  rendement 

. ( t a b l e a u  ~ 1 1 1 ) .  A l ' év idence ,  il e s t  i l l u s o i r e  d 'espérer  o b t e n i r  une 

prépara t ion  hautement p u r i f i é e  du récepteur sous forme transformée 

après  HPIEC. C'est  pourquoi nous avons p ré fé ré  nous o r i e n t e r  v e r s  

l a  recherche d'une étape u l t ime à l a  pur i f i ca t ion .  Dans un premier 

temps, nous avons pensé à u t i l i s e r  l a  DNA-cellulose, mais l e s  r é s u l t a t s  

obtenus avec ce l l e -c i  n ' é t a i e n t  pas encourageants. Pour c e l a  une 

a u t r e  a l t e r n a t i v e  a é t é  adoptée, e l l e  concerne l ' u t i l i s a t i o n  des 

séquences synthét iques reconnaissant  spécifiquement l e  récepteur e t  

q u i  seront  couplées à un support de type agarose (voi r  p lus  l o i n ) .  

Mais avant de procéder à c e t t e  u l t ime é tape ,  il f a u d r a i t  s ' a s s u r e r  

que l e  récepteur récupéré présente b ien  l e s  p ropr ié t é s  qu i  carac té-  

r i s e n t  l a  forme transformée du récepteur.  
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4) C a r a c t é r i s a t i o n  du r écep teu r  t ransformé p u r i f i é .  .......................... ---------------- ------- 
Le b u t  de c e t t e  é tude  e s t  de déterminer  l e s  paramètres  

moléculaires  e t  ion iques  du r écep teu r  p u r i f i é  sous forme transformée. 

Nous avons p r i s  s o i n  d ' app l ique r  l e s  mêmes p ro toco le s  expérimentaux 

q u i  on t  é t é  m i s  en oeuvre pour c a r a c t é r i s e r  l e  r écep teu r  cy tosol ique  

dqns n o t r e  l a b o r a t o i r e .  

4.1 ) Electrophorèse s u r  g e l  polyacrylamide en 

présence de SDS. ( PAGE~SDS 1. 

C e t t e  technique permet d 'éva luer  l a  p u r e t é  d'une prépara-  

t i o n  de p r o t é i n e s  p u r i f i é e s  e t  l e  poids moléculaire  de  ses  c o n s t i t u a n t s .  

E l l e  a é t é  r é a l i s é e  s u r  l e  m a t é r i e l  ~ u r i f i é  récupéré apès ~ ' H P I E C .  

Le g e l  e s t  c o l o r é  p a r  l a  méthode au n i t r a t e  d 'a rgent .  

Sur l e s  p répa ra t ions  pré levées  en début du p i c  , nous decelons 

l a  présence  d'une s e u l e  bande,de poids molécula i re  apparent  30K, 

f i g u r e  28 . 
Avec des  s i t u é e s  au sommet ou en ava l  du p i c  on d é t e c t e  

en p l u s  de  l a  bande 30K d ' a u t r e s  bandes de poids  molécula i re  72K,60R, 

e t  25K. f i g u r e  29. 

Les é tudes  de c a r a c t é r i s a t i o n  s u r  du r écep teu r  hautement p u r i f i é  

s o u s  s e s  deux formes menées p a r  p l u s i e u r s  au t eu r s  (Wrange e t  a l . ,  

1973 e t  1984, Govindan e t  Gronemeyer 1984, Idz iorek  1985, Lustenberger  

1986) on t  c la i rement  montré l a  présence d 'une bande majeure 90KD en 

PAGEISDS. C e t t e  bande a é t é  a s s i m i l é e  au monomère du r écep teu r  des  

g l u c o c o r t i c o ~ d e s  d é c r i t  pa r  Sherman e t  Stevens (1984), Vedeckis &t &., 
1984, S i l v a  e t  Cidlowski (1985). Les techniques u t i l i s a n t  l e  marquage 

cova len t  d ' a f f i n i t é  (Simons e t  Thompson 1381 ; Eisen &t d., 1981', 

Govindan e t  Gronemeyer 1984) ou l e  marquage p a r  p h o t o a f f i n i t é ,  

(Dellweg d., 1982, Nordeen &X al., 198 , Wrange & d., 1984, 

Govindan e t  Gronemeyer, 1384) a i n s i  que les techniques  de r é v é l a t i o n  

immunologique pa r  des a n t i c o r p s  polyclonaux (Eisen e t  Glinsman 1978, 

Okret &t d. , 1981) ou monoclonaux (Gamatchu e t  ~ a r r i s s b n  1984, 

Westphal e t  Beato 1980) ont  t o u t e s  montré que c e  monomère é t a i t  b ien  

l ' u n i t é  d e  l i a i s o n  au s t é r o ï d e  du r écep teu r  des  g l u c o c o r t i c o ~ d e s .  Ce t t e  

u n i t é  e s t  probablement l e  c o n s t i t u a n t  majeur de  l a  bande 90 KD. 

Nos r é s u l t a t s  semblent donc en  accord avec ceux qui  on t  é t é  

évoqués p l u s  haut .  Cependant l e s  bandes q u i  e x i s t e n t  en plus  d e  l a  
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Figure 28: Analyse d'une fraction choisie au d15but du p i c  du réceptriir 

transformé élu6 de la colonne DEAE préparative en HPLC, 

par électrophorèse en PAGE/SDS,dans un gradien t  l i n é a i r e  

d'acrylamide 5 - 20 % . 
A : Témoins 6T Pharmacia . 
B : Eluat du récepteur transformé . 
C : Témoins 6T Pharmacia . 
D : Témoins BIO-RAI) . l 



Figure 29; Analyse du pic du récepteur transformé obtenu à 1 ' 6 l u t i o 1 ~  

de l a  colonne D U E  préparative ,par électrophorèse sur 

g e l  polyacrylamide en milieu SDS dans l'acrylamide 7,5E. 

A : Témoins BIO-RAD . 
B ': Eluat du récepteur transf ormb. 

C :: Témoins 6T ~harmacia . 



bande 90 KD dans l a  f i g u r e  29 peuvent correspondre s o i t  à des p r o t é i n e s  

contaminantes,  s o i t  à des  éléments de  p ro t éo lyse  du r écep teu r .  La 

première hypothèse p a r a î t  p lus  p l a u s i b l e ,  puisque l e  dosage des  

p r o t é i n e s  donne une q u a n t i t é  b i en  supé r i eu re  à c e l l e  qu'on a u r a i t  eu 

dans l e  cas  où s e u l e  l a  p r o t é i n e  r é c e p t r i c e  a u r a i t  é t é  p ré sen te  dans 

l a  p répa ra t ion .  Toutefois ,  l a  seconde hypothèse ne  peut  pas non p l u s  

ê t r e  é c a r t é e  puisque l e  groupe de Gustafsson (Wrange & de., 1984) 

a v a i t  dé j à  r a p p o r t é  l a  présence de deux bandes mineures 79 KD e t  72 KD. 

à c ô t é  de l a  bande majeure 90 KD. Les é tudes  de p ro t éo lyse  p a r t i e l l e  

du r écep teu r  t ransformé (Chapitre  s u r  l a  s t r u c t u r e  du r écep teu r  

t ransformé) o n t  cependant m i s  en évidence de nombreux fragments de  

poids mo lécu la i r e s t r è s  v a r i a b l e s  compris e n t r e  30 KD e t  70 KD, mais 

c e t t e  é v e n t u a l i t é  n ' e s t  envisageable  que dans l e  ca s  où l e s  i n h i b i t e u r s  

de p ro t éases  s o n t  absents .  

Notre p répa ra t ion  e s t  pure dans un é t a t  de  7 à 10 % d'homogénéité. 

Nous remarquons que dans tous  l e s  c a s  de  f i g u r e  q u i  viennent  d ' ê t r e  

envisagés ,  c e  c h i f f r e  e s t  probablement sous-estimé, e t  c e c i  à cause  

du f a i t  que l e  dosage des p r o t é i n e s  e s t  surest imé.  

Pour conclure  à l ' i d e n t i t é  de  l a  bande 90 KD conme é t a n t  c e l l e  

correspondant au  monomère du r écep teu r  des  g lucocor t ico?des ,  une 

r é v é l a t i o n  inmunologique à l ' a i d e  d 'un a n t i c o r p s  d i r i g é  con t r e  c e t t e  

sous-uni té  a é t é  u t i l i s é e .  

4 .2)  E l e c t r o t r a n s f e r t  s u r  pap ie r  de  n i t r o c e l l u l o s e  

(Western-blot). 

Pour r é v é l e r  l e  r écep teu r  p u r i f i é  nous avons u t i l i s é  l ' a n t i c o r p s  

monoclonal de  Westphal e t  Beato 1981. A p r i o r i  c ' e s t  un bon o u t i l  

d i r i g é  c o n t r e  l e  r écep teu r  t ransformé e t  qu i  permet de ne l a i s s e r  aucun 1 
dou te  s u r  l ' i d e n t i t é  de ce lu i - c i .  

Cependant, s ' i l  a r é v é l é  une bande 90 KD q u i  correspond 

probablement au  r écep teu r  t ransformé,  à n o t r e  grande s u r p r i s e  il a l 
a u s s i  r évé l é  deux a u t r e s  bandes. Un a u t r e  f a i t  encore p lus  surprenant  1 I 

e s t  que l ' i n t e n s i t é  de l a  p lus  l é g è r e  d ' e n t r e  e l l e s  e s t  p lus  f o r t e  que 

l a  bande 90K , r é v é l a n t  l e  r écep teu r  t ransformé ( f i g u r e  30). C ' e s t  

un r é s u l t a t  q u i  e s t  d i f f i c i l e  à exp l ique r ,  Cependant, nous nous sommes 

a t t a c h é s  à v é r i f i e r  l a  s p é c i f i c i t é  de  c e t  an t i co rps .  



Figure30:  Western Blot de  l ' é l u a t  obtenu à partir de l a  D U E  

préparative en HPLC . 
Le PAGEjSDS e s t  r é a l i s é  avec l'acrylamide 7,5%. 

Ida rdvelation e s t  ef fectuée  par l 'anticorps monoclonal 

de Beato dir igé  contre l e  récepteur transformé,. 

A : Témoins GT Pharmacia . 
B : Eluat du récepteur transformé . 
C : Témoins 6T Pharmacia. 



D'une p a r t ,  il a révé lé  une bande 90K unique, d'un é l u a t  hautement 

p u r i f i é  du récepteur  non transformé ( f igure  31). Nous en avons conclu 

q u ' i l  reconnaissa i t  b ien  l a  sous-unité l i a n t e  de c e t t e  forme du 

récepteur e t  que l 'absence d 'aut res  bandes avec c e t t e  forme du récep- 

t e u r  montre que l e u r  appar i t ion  avec l e  récepteur transformé 

s e r a i t  peut ê t r e  l i é e  à une dégradation de ce lu i -c i .  

D 'aut re  p a r t ,  l e s  e s s a i s  de r évé la t ion  r é a l i s é s  par  P.Lefebvre 

avec l e  même an t i co rps  v i s a n t  à i d e n t i f i e r  l e s  deux formes du récepteur  

8 e t  5 nm, ont  conclu au c a r a c t è r e  peu spéci f ique  de c e t  an t i co rps .  

La source du cytosol  q u ' i l  a u t i l i s é e  é t a i t  l e  cytosol  de 
3 

thymus de r a t  marqué à l ' acé ton ide  de triamcinolone ( H TA). Le 

cytosol  de dépar t  n'ayant pas subi  de transformation a é t é  i n j e c t é  

dans une colonne de g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC TSK G3000 SW. Des a l i q u o t e s  

c h o i s i s  aux endro i t s  d ' é lu t ion  des deux formes du récepteur ont  é t é  

r évé lés  avec l ' a n t i c o r p s  monoclonal de Beato d i r i g é  cont re  l a  sous- 

u n i t é  l i a n t e  du récepteur transformé. Nous remarquons que dans l e  

cou lo i r  b ,  aucune bande n ' a  é t é  révélée  dans l a  région de l a  sous- 

u n i t é  l i a n t e  30K, c e  qui  e s t  normal puisque l e  récepteur  n ' a  pas subi  

de transformation auparavant. Par cont re ,  dans l e  cou lo i r  c ,  on décèle 

l a  présence d'une bande 90K, mais en plus de c e l l e - c i ,  d ' au t res  bandes 

ont  é t é  révélées  ( f igure  32). Parmi c e l l e s - c i  on ie t rouve c e l l e s  que 

nous avons eues dans no t re  Western-blot du récepteur transformé 

p u r i f i é .  

Les c o u l o i r s  e e t  f correspondent aux f r a c t i o n s  éluées de l a  

g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC du cytosol  qu i  a subi  l a  transformation avant  

l ' i n j e c t i o n .  Les r é s u l t a t s  montrent l ' a p p a r i t i o n  de l a  bande 90K au 

niveau de l a  f r a c t i o n  du récepteur  5 nm (e) e t  l a  d i s p a r i t i o n  de ce l l e -  

c i  dans l a  f r a c t i o n  du récepteur 8 nm (£), c e  qui  indique b ien  que 

l e  récepteur  a é t é  transformé. Le cou lo i r  d correspond à dne f r a c t i o n  

du cytosol  de dépar t .  

L 'appar i t ion  de p lus ieu r s  bandes à l a  r évé la t ion  de tous ces 

Western-blot ne  permet pas de trancher e n t r e  l 'hypothèse d'une 

hydrolyse p a r t i e l l e  ou une a u t r e  où il s ' a g i r a i t  de bandes a r t e f a c -  

t u e l l e s .  Cependant, l a  première hypothèse paraTt plus probable, 



Figure 31 : Western Blot  de l ' é i u a t  du récepteur  hautement p u r i f i é  

sous forme non transformee . 
La réve la t ion  e s t  e f fec tuée  à l ' a i d e  de l ' a n t i c o r p s  

monoclonal de Beato d i r i g é  con t re  l a  sous-unité l i a n t e  du 

récepteur transformé . 
a , e  e t  f : Témoins 6T Pharmacia. 

b : Eluat  du récepteur p u r i f i é  non transformé , révelé A 

à l ' h idoschwarz .  

c e t  d : Eluats  du récepteur p u r i f i é  sous forme non 

transformée , révelés  à i l ' a n t i c o r p s  monoclonal 

de Beato d i r i g é  con t re  l a  sous u n i t é  l i a n t e  90K. 



a b c d e f  

Figure 32 : Western b l o t  ; I d e n t i f i c a t i o n  des deux formes du 

récepteur  des glucocort icoides 8 e t  5 nm, après  g e l  

f i l t r a t i o n  en HPLC. 

La réve la t ion  e s t  r é a l i s é e  pa r  l ' a n t i c o r p s  monoclonal 

de Beato d i r i g é  con t re  l a  sous u n i t é  l i a n t e  du récepteur  

transformé . 
La source du récepteur est l e  cytosol  de thymus de  r a t .  

3 
Le cy toso l  est marqué B 1'Acétonide de ~ r i amcino lone  , H TA) . 
a : Témoins 6T Pharmacia . 
b : Fract ion  correspondant à l ' e n d r o i t  d ' é lu t ion  du 

récepteur transformé, ( 5  nm). l 

c : Fract ion  du p i c  du récepteur  non transformé. 
3 

d : Fract ion  du cytosol  de dépar t  marqué à l a  H TA. 

e e t  f  : Fract ions  du cytosol  récupérées après  gel 

f i l t r a t i o n  en HPLC , correspondant réspec t ive-  

ment aux formes 5 e t  8 nm . 



puisque à Nantes, P. Lustenberger nous a signalé l'existence de 

fragments de protéolyse qui serait le résultat de l'action d'un enzyme 

qui serait copurifié avec le récepteur. 

Le fait que l'anticorps monoclonal de Beato reconnaisse ces 

bandes autorise à penser que cet auteur, lui aussi aurait purifié 

la même activité enzymatique, ou une autre ayant une action similaire, 

I - et qui serait responsable de l'apparition de ces fragments. 

Nous en concluons que cet anticorps n'est pas l'outil idéal 

pour caractériser la forme transformée du récepteur, et qu'il s'agit là 

d'un lot de qualité moyenne. Néanmoins, il nous a permis d'identifier 

le fragment correspondant à 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 

monomère 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 l'existence d'une bande unique de forte intensité, dans le 

cas du récepteur non transformé, celle-ci correspond probablement 

à la sous-unité non liante (figure 33). 

A l'encontre, l'aliquote du récepteur transformé ne montre 

qu'une très faible bande 90K, à 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 I 
sédimentation 

1 

Des aliquotes du pic radioactif élué après chromatographie sur 

DEAE préparative sur HPLC sont déposés sur un gradient de sucrose 5- 

20 % dans du tampon phosphate 160 mM, contenant du molybdate 10 mM et 

du?-mercaptoéthanol 20 mM. Les tubes sont mis à centrifuger pendant 

17 heures à 0°C. Le complexe hormone-récepteur purifié sous forme 

transformée sédimente à 3,8S (figure 34). Le coefficient de sédimen- 



F i g u r e  33 : 'Western B lo t  r é a l i s é  s u r  deux a l i q u o t e s  prGl~.vCç ;I 

l ' é l u t i o n  de  l a  DEAE p r é p a r o t i v c  en III'1.C ; I ' i i i i  si [ t i 6 :  

au sommet du p i c  du r é c e p t e u r  iioii transioriii< t.1 1 ' . I I I  t 1 - t e  

au n iveau  du p i c  du r l c c p  tc i i r  t ra i is  foriiil; p u r  i i i . 
La r d v e l a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  à l ' a i d e  d e  1 'mi t ic.t,rl,:; l ~ ~ , i i ~ , , -  

c l o n a l  d e  Tof t  d i r i g é  c o n t r e  l n  sous-uni t8  iinii l i i i i i t c .  ' J O K .  

Celle-ci ne f a i t  pa r t i e  que du r écep teu r  iion trnnsftirniL;. 

a : Témoins 6T Pharmacia ,. 
I b : F r a c t i o n  du r écep teu r  sion transEorm9 . 

c ,d e t  e : F r a c t i o n s  contenaiir  de s  q u a n t i t 6 s  croiss.i i i i  ,+:; 

du r écep teu r  trançformC . 
8 

f : Témoins BIO-RAD. l 
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Figure 34  - Centr i fugat ion  en g rad ien t  de sucrose du récepteur 

p u r i f i é  sous forme transformée. 

l Des a l i q u o t e s  de 200 p l  sont  déposées au sommet d'un 
grad ien t  l i n é a i r e  d e  sucrose (5-20 Z) . Après 17 heures 
de cen t r i fuga t ion  a 55000 rpm, des f r a c t i o n s  de 120 111 9 

son t  c o l l e c t é e s  p a r  l a  base des tubes,  puis  comptées 
en rad ioac t iv i t é .  1 

Les p ro té ines  s tandard u t i l i s é e s  sont  l ' a l d o l a s e  (7,8 S .) 
e t  l a  sérumalbumine ( 4 , 3  S ). 



t a t i o n  du r écep teu r  t r a n s f ~ r m é  3,5 - + Q,2 v a r i e  en f s n c t i o n  de l a  

f o r c e  ionique du tampon (Wrqnge e t  a l . ,  1979). La v a l e u r  que nous 

avons t rouvée concorde avec c e l l e s  é t a b l i e s  p a r  d ' a u t r e s  groupes 

(Climent et cd. 1976, TJestphal d. 1380, Atger et d, 1976, E i sen  

d. 1975, Grandics a &. 1984). Tous ces  a u t e u r s  ind iquent  une 

v a l e u r  de  4s. Le r écep teu r  cy tosol ique  sédimente à une va l eu r  équiva- 

l e n t e .  Le rendement obtenu e s t  d e  65 %. 

4.4. G e l - f i l t r a t i o n  en HPLC - mesure du rayon de S tokes  

Le rayon de Stokes e s t  déterminé p a r  chromatographie s u r  l a  

colonne de TSK G3000 SW é q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate 160 mM 

( f i g u r e  35) .  La v a l e u r  que nous avons t rouvée  pour l e  complexe 

hormone-récepteur p u r i f i é  sous forme transformée a  é t é  c a l c u l é e  s e l o n  

l a  formule : 

avec Kd = Ve - Vo 
V t  - Vo 

Kd : c o e f f i c i e n t  d e  d i s t r i b u t i o n  

V t  : volume t o t a l  de  l a  colonne 

V : volume exclu 

V : volume d ' é l u t i o n  pour une 

p r o t é i n e  donnée. 

Les s tandards  employés pour l a  courbe de c a l i b r a t i o n  sont  l a  

thyroglobul ine  (Rs = 8 , 5  nm), l a  f e r r i t i n e  (6,1 nm), l a  c a t a l a s e  

(5,2 nm), e t  l ' a l d o l a s e  (4,8 nm) . 
Les premiers  e s s a i s  e f f e c t u é s  s u r  des  p répa ra t ions  pré levées  j u s t e  

ap rè s  l e u r  é l u t i o n  e t  sans  a d d i t i o n  de sérumalbumine ont  échoué. Même 

en  présence  de c e l l e - c i ,  a j o u t é e  à une concen t r a t ion  f i n a l e  de 1 mg/ml 

l e  r é s u l t a t  n ' é t a i t  guè re  me i l l eu r .  

Nous avons estimé que l a  colonne u t i l i s é e  é t a i t  resp0,nsable d e  

c e t  échec p u i s q u ' e l l e  ne  p r é s e n t a i t  p lus  l e s  q u a l i t é s  e t  l e s  p r o p r i é t é s  

r e q u i s e s  pour une bonne sépa ra t ion .  En e f f e t ,  s u r  l e s  colonnes de 

g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC (TSK G3000 SW), nous t r a v a i l l o n s  dans une zone 

de pH l i m i t e  (7,4) a u t o r i s é e  p a r  l e  f a b r i c a n t ,  mais il s e  t rouve que c ' e s t  

c e l l e - c i  q u i  a s s u r e  l a  s t a b i l i t é  du récepteur .  Donc, à p a r t i r  d 'un 

c e r t a i n  nombre d ' i n j e c t i o n s ,  les g e l s  q u i  son t  à base de s i l i c e  s e  



Figure 35 - Détermination du rayon, de Stokes du récepteur  p u r i f i é  

200 p l  de  l ' é l u a t  de chromatographie de DEAE prépara t ive  en 
HPLC son t  déposés s u r  l a  colonne TSK G3000SW équ i l ib rée  dans l e  
tampon phosphate 160 mM contenant du molybdate e t  du mercapto- 
éthanol.  100 p l  d e  chaque f r a c t i o n  son t  comptés en r a d i o a c t i v i t é .  

Vo e t  V t  représentent  respectivement l e  volume exclu e t  l e  volume 
t o t a l  de l a  colonne. La c a l i b r a t i o n  e s t  obtenue en u t i l i s a n t  comme 
standard : 
THY : Thyroglobuline (8,s nm), FER : F e r r i t i n e  (6,1 nm), 
CAT : Cata lase  (5,2 nm) , ALD : Aldolase (4,8 nm) . l 

La f i g u r e  en i n s e r t  représente  l a  courbe é t a l o n  obtenue à 
p a r t i r  de  ces  va leurs .  
Un rayon de Stokes de 5,6 nm e s t  obtenu pour l e  récepteur  p u r i f i é .  



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'est pourquoi 

nous avons mesuré le rayon de Stokes sur une colonne neuve et l'échan- 

tillon a été supplément6 avec de la sérumalbumine. Le profil obtenu 

contient en plus du pic majeur transformé un pic mineur. Ce dernier 

correspondrait sait à un produit de protéolyse du récepteur, soit à 

la sérumalbumine qui aurait fixé l'hormone. 

La valeur du récepteur transformé que nous avons établie se 

rapprochait de celle décrite par Sablonnière d. 1986 sur gel 
filtration en HPLC (5 nm) et aussi par Wrange a d. 1979 sur gel- 
filtration conventionnelle (6 nm). L'écart qu'on pourrait rencontrer 

dans la littérature est essentiellement dû au fait que le rayon de 

Stokes est déterminé à partir de techniques différentes, gel-filtration 

conventionnelle (la plus utilisée) ou HPLC (plus rarement utilisée 

mais dont l'emploi se généralise). 

Le rendement obtenu est de 23 2.  

4.5. DNA-cellulose : identification du matériel purifié 

200 pl de l'éluat prélevés sur les fractions du récepteur 

transformé obtenues après la DEAE-préparative, sont dilués avec 

100 j11 de tampon phosphate 10 mM contenant du molybdate, du -mercapto- 

éthanol et du glycérol, et sont déposés sur une colonne de DNA-cellulose 

(3 ml) équilibrée en tampon phosphate 10 mM. Le temps de contact de 

l'échantillon avec la DNA-cellulose sur la colonne est limité à 

15 minutes pour éviter une éventuelle dégradation du récepteur 

purifié. Le lavage avec le tampon phosphate 10 mM élimine l'hormone 

libre et les protéines à 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 % 

(figure 36) ; nous ne sommes jamais arrivés à améliorer &e rendement 

et cela, même en supplémentant l'échantillon avec de la sérumalbumine 

à une concentration finale de 1 mg/ml, et même en réincubant à 

l'élution avec l'hormone radioactive. Une explication est que 

l'instabilité du récepteur à la sortie de la colonne est accentuée 

par la dilution que nous réalisons pour abaisser la force ionique 



Figure 36 - Carac té r i sa t ion  du récepteur  p u r i f i é  s u r  une 

colonne de DNA-cellulose 

200 p l  de  l ' é l u a t  du récepteur  p u r i f i é  sont  d i l u é s  avec 
100 p l  du tampon phosphate 20 mEq, pu i s  déposés s u r  3 m l  
de DNA-cellulose é q u i l i b r é e  dans l e  même tampon. Après 
incubation pendant 15 minutes, un lavage avec l e  tampon 
phosphate 10 mM permet d 'é l iminer  l'hormone l i b r e .  
~ ' é l u t i o n  e s t  e f fec tuée  ensu i t e  avec un tampon phosphate 
10 mM contenant KC1 0,5 M. 
Le p i c  é l u é  correspond au récepteur transformé. 

1 



e t  q u i  permet donc au  r écep teu r  de s e  f i x e r  s u r  l a  DNA-cellulose. 

Le p i c  correspondant à l'hormone l i b r e  e s t  t r è s  important ,  c e l u i - c i  

s e r a i t  probablement l e  r é s u l t a t  d 'une d i s s o c i a t i o n  qu i  i n t e r v i e n t  au 

cours  de l ' é t a p e  d ' i ncuba t ion  avec l a  DNA-cellulose. Tou te fo i s ,  

c e l l e - c i  confirme l ' i d e n t i t é  du m a t é r i e l  p u r i f i é ,  à s a v o i r  q u ' i l  s '  

a g i t  b ien  du r écep teu r  transformé. 

4 . 6 .  Chromatographie d'échange d ' i ons  s u r  g e l  convent ionnel  

e t  en HPLC. 

Nous présentons  simplement un t ab l eau  comparatif  des  fo rces  

ion iques  n é c e s s a i r e s  à l ' é l u t i o n  du r écep teu r  t ransformé des  colonnes 

échangeuses d ' i ons  é t a b l i e s  p a r  d i f f é r e n t s  a u t e u r s  (Tableau I X  1. 
Nous observons que l e s  v a r i a t i o n s  pour l e s  g e l s  convent ionnels  s o n t  

p l u s  importantes  que pour  l e s  suppor ts  en HPLC, c e  q u i  montre une 

f o i s  de  p l u s  l ' e f f i c a c i t é  de  ces  d e r n i e r s .  

4.7. Conclus i on  

Devant l ' i n s t a b i l i t é  e t  l a  demi-vie c o u r t e  du r écep teu r  

p u r i f i é  sous forme transformée r e c u e i l l i  a p r è s  l ' é l u t i o n ,  nous é t i o n s  

o b l i g é s  d ' opé re r  l e  p l u s  rapidement poss ib l e .  De ce  f a i t ,  t o u t e s  l e s  

c a r a c t é r i s a t i o n s  ont é t é  r é a l i s é e s  l e  j ou r  même de l a  p u r i f i c a t i o n ,  

sauf b i e n  s û r ,  l e  PAGEISDS e t  l e  Western-blot. 

Cependant, nous é t i o n s  s a t i s f a i t s  des  paramètres déterminés 

avec l e  sucrose ,  l a  g e l - f i l t r a t i o n  en  HPLC e t  l a  DNA-cellulose 

p u i s q u ' i l s  correspondent  b i en  à ceux du r écep teu r  cy tosol ique .  . 
P. Lustenberger ,  à Nantes, avec q u i  nous co l laborons  s u r  c e  

s u j e t ,  nous a s i g n a l é  qu'une p ro t éo lyse  i n t e r v i e n t  au cours  de  l ' é t a p e  

d ' é l u t i o n  e t  que c e t t e  p ro t éo lyse  s e r a i t  probablement dÛe à l a  

présence d 'une  p ro t éase  q u i  s e r a i t  c o p u r i f i é e  avec l e  

récepteur .  Cependant, l ' a d d i t i o n  de  l a  l eupep t ine  au moment de 

l ' é l u t i o n  a pour  r ô l e  d ' i n h i b e r  c e t t e  p ro t éase ,  e t  donc d'augmenter 

l a  s t a b i l i t é  du r écep teu r .  Nous n'avons pas encore  expérimenté c e t  

i n h i b i t e u r ,  mais l e s  e s s a i s  r é a l i s é s  à Nantes s o n t  t r è s  encourageants .  

Tou te fo i s ,  nous disposons d'un argument supplémentaire  pour 

exp l ique r  l ' i n s t a b i l i t é  du récepteur .  



1 AUTEURS CONCENTRATION EN SEL 
NECESSAIRE A L ELUTION 

WRANGE 1979 

1984 

( IDZIOREK 1985 

Mono Q-HPLC 

DEAE-analy t ique  HPLC 

DEAE-preparative HPLC 

l 
TABLEAU IX - Comparaison des  concen t r a t ions  n é c e s s a i r e s  à 

1 ' é l u t i o n  du r écep teu r  t r ans f  onné é t a b l i e s  p a r  d i£  £ é r e n t s  

a u t e u r s  s u r  l e s  suppor ts  convent ionnels  e t  s u r  suppor ts  



Toujours à cause de l ' i n s t a b i l i t é ,  il é t a i t  d i f f i c i l e  de concevoir 

des études de détermination de demi-vie e t  donc de l a  constante de 

d i s s o c i a t i o n  (KD). Nous n'avons pas t e n t é  non plus  de mesurer l a  

s p é c i f i c i t é  en r é a l i s a n t  des manipulations de compétition en t re  l e  

complexe hormone-récepteur e t  a u t r e s  s t é ro ïdes .  

Le marquage covalent  d ' a f f i n i t é  n 'a  pas é t é  r é a l i s é ,  mais a 

p r i o r i  il s e r a i t  moins d é l i c a t  à appl iquer  au récepteur  transformé. 

Nous nous sonmes donc contentés de con t rô le r  l e s  paramètres 

e s s e n t i e l s  pour a f f i rmer  q u ' i l  s ' a g i t  b ien  du récepteur  transformé. 

La préparat ion du récepteur  transformé obtenue n ' e s t  pas hautement 

p u r i f i é e ,  en plus e l l e  e s t  ins t ab le .  11 r e s t e  à l a  p u r i f i e r  davantage, t o u t  

en l a  concentrant,  c e  q u i  augmenterait relat ivement sa  s t a b i l i t é .  



METHODES BASEES SUR LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

A) APPLICATIONS DE LA CHROMATOGRAPHIE D'APFTNTTE A SEqUENCES DE 

DNA SPECIFIQUE 

Au vu des r é s u l t a t s  obtenus avec I'HPIEC, il appara î t  

i n t é ressan t  de met t re  en place une é tape  u l t ime pour achever l a  

p u r i f i c a t i o n  du récepteur  des g lucocor t icoldes .  Pour c e l a  nous avons 

pensé que s e u l e  l a  p r o p r i é t é  que possède l e  récepteur de l i e r  l e  DNA 

pouvait encore ê t r e  exploi tée .  

Nous avons d'abord u t i l i s é  l a  DNA-cellulose, mais c e l l e - c i  

s ' e s t  avérée une mauvaise candidate pour remplir  c e t t e  tâche.  Ensui te ,  

nous nous sommes o r i e n t é s  ve r s  l e  développement d'une technique 

de chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  g e l  d'agarose en u t i l i s a n t  l a  séquence 

ol igonucléotidique "consensus" récemment é luc idée  qui  reconnait  spéci-  

f  iquement l e  récepteur des g lucocor t icoldes .  

Il s ' a g i t  d'une technique nouvelle qu i  a  é t é  mise au p o i n t  

dans l e  cadre  de l ' é t u d e  du mécanisme de régu la t ion  de l a  t r a n s c r i p t i o n .  

En e f f e t ,  l e s  analyses biochimiques e t  génétiques suggèrent que p l u s i e u r s  

f a c t e u r s  proté iques  e t  enzymatiques in terviennent  dans ce  mécanisme. 

Pour i d e n t i f i e r  e t  p u r i f i e r  ces f a c t e u r s  e x i s t a n t  en 

f a i b l e  concentrat ion c e l l u l a i r e ,  p lus ieu r s  auteurs  ont u t i l i s é  l a  pro- 

p r i é t é  e s s e n t i e l l e  de ces p ro té ines ,  à savoir  l e u r  capac i t é  de s e  l i e r  

à des séquences spéci f iques  de DNA. Avant d ' a r r i v e r  à c e t t e  étape u l t i m e  

dans l a  r é a l i s a t i o n  d'un ge l  de DNA totalement spéci f ique ,  un c e r t a i n  

nombre d ' au teurs  ont  u t i l i s é  des supports  comportant des séquences d e  

DNA spéci f ique  de l a  p ro té ine  q u ' i l s  avaient  à p u r i f i e r .  Nous a l l o n s  

passer  en revue l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans c e  domaine. 

1 )  U t i l i s a t i o n  de séquences en r i ch ies  
J 

Pour p u r i f i e r  l ' a n t i g è n e  tumoral (T) , Oren & d. 1980, 

ont  u t i l i s é  deux colonnes de DNA-cellulose. Sur l a  première i l s  ont  

couplé l e  DNA t o t a l  simple b r i n  du v i r u s  SV40, e t  s u r  l a  seconde l e  

DNA de thymus de veau. Les r é s u l t a t s  montrent que l a  fo rce  ionique 

nécessa i re  pour éluex l ' a n t i g è n e  (T) de l a  colonne DNA Sv40 -ce l lu lose ,  

e s t  beaucoup plus é levée  que c e l l e  nécessa i re  à son é l u t i o n  de  l a  

colonne de DNA de thymus de veau-cellulose. Cela confirme l ' e x i s t e n c e  

-- - -- -- - - --- - . 



sur le DNA du vinis SV40 de séquences spécifiques à la liaison de ltanti- 

gène (Tl, et explique en même temps la purification obtenue, 

Pour purifier le répresseur Lac E.coPi, Herrick (1980) utilise 

une stratégie similaire à celle qui vient d'être évoquée, seulement ici 

la méthode est plus spécifique. En effet, il a utilisé deux colonnes de 

DNA-cellulose. Sur la première, le PNA est représenté par un plasmide 

contenant l'opérateur, alors que sur la seconde, l'opérateur est absent. 

Les résultats rapportés montrent que la force ionique nécessaire à 

l'élution du répresseur Lac de la colonne du plasmide-opérateur-cellulose 

était quatre fois plus élevée que celle qu'il aura fallu pour l'éluer 

de la colonne plasmide-cellulose. 

La purification du facteur nucléaire NF.l (facteur protéique 

qui participe à l'initiation de la réplication du DNA de l'Adénovirus 

LM v ~ o ) ,  a été réalisée par une technique encore plus spécifique 

(Rosenfeld et Kelly, 1986). Elle comprend deux étapes ; la première 

consiste à fractionner les protéines sur un support d'affinité contenant 

du DNA dVE.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 l'intermédiaire de cette technique, le taux de purification 

a atteint 2400 fois. La deuxième étape apporte à elle seule un taux de 

purification de 40 fois. Nous signalons qu'au cours de la première 

étape aucune purification n'est obtenue, mais celle-ci a pour rôle de 

prévenir les adsorptionsmn spécifiques. 

Dans le but de comprendre le mécanisme de reconnaissance des 

sites spécifiques au niveau de 1'ARNm au cours de l'étape de dépissage, 

Grabowski et Sharp (1386) ont développé une technique de chromatographie 

d'affinité tout à fait originale et très spécifique, pour purifier les 

différentes particules ribonucléoprotéiques nucléaires qui interviennent 

dans ce processus (figure 37). i 

La technique est basée sur l'interaction spécifique entre 

avidine et biotine. Le RHApré (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 l'épissage sous conditions standard dans l'extrait nucléaire 

des cellules HeLa . La très forte affinité de l'interaction Avidine- 
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Biot ine (constante de dissociation égale à  IO-'^) (Green, 1985) apporte 

une rétention spécifique de ces complexes. Cela permet un lavage très 

abondant du gel. A l'élution, seuls les facteurs ribonucléoprotéiques 

sont récupérés et analysés en gradient de sucrose. 

2)  Utilisation d'oligonucléotides synthétiques totalement 

spécifiques . 
Une publication parue récemment a particulièrement 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-HC~ 10 mM, 

EDTA 1 m ~ )  contenant entre autre la spermidine 1,3 mM, puis 

phosphorylés à l'extrémité 5' phosphate à l'aide de 1'ATP marqué au 

3 2 ~  et la polynucléotide kinase T4 ; enfin une polymérisation permet 
i 

d'obtenir des oligomères rassemblant 3 à 5 monomères. Dans un second 

temps les oligomères synthétisés sont couplés au Sépharose CL 2B 

(pharmacial activé au bromure de cyanogène. 

La concentration de DNA lié au sépharose est de 20-30 pg/ml de 

gel, ce qui correspond à une capacité théorique maximale des protéines 

de 2 à 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 à la protéine. En pratique cela ne se réalise 

pas. 

La protéine a purifier interagit avec la séquence spécifique 

du support avec une spécificité étroite. Celle-ci peut être affectée 

si d'autres protéines ayant de l'affinité pour le DNA entrent en 

compétition avec la protéine à purifier et risquent ainsi de se fixer 
1 

sur le support. Pour éviter cela, Kadonaga utilise une chromatographie 

dans un mode de compétition avec du DNA "non spécifique" pour adsorber 

les   roté in es non spécifiques et enzymes (nucléases), qui peuvent 
f 

dégrader le support. Une explication schématique est presentée sur la 

figure 38. 

Une autre alternative à cette technique consiste à établir 

un gradient linéaire en sel après la fixation des protéines, mais I 



DNA non specif ique 

a + 
Protéines liant le DNA 

Support DIVA- Sepharose 
à séquence spécifique 

A AA B.. 
spécifique non spécifique 

JJ!!J-. 
b + DNA non spécifique 

1 
Support DIVA- Sepharose 
à séquence spécifique 

Figure  38 - Technique de compéti t ion d é c r i t e  p a r  Kadonaga e t  1 
1 

T j i a n ,  1986. 
l 

a )  l a  p r é p a r a t i o n  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é e  e s t  d 'abord incub6e 

pendant 10 minutes avec du DNA de  thymus de  veau (:on 

s p é c i f i q u e ) .  Ensui te ,  e l l e  e s t  i n j e c t é e  dans l e  g e l  d ' a f f i -  

n i t é  spéc i f i que .  

b) Normalement, les p r o t é i n e s  s p é c i f i q u e s  s e  f i x e n t  s u r  l e  DNA 

du g e l  a l o r s  que l e s  p r o t é i n e s  non s p é c i f i q u e s  s e  f i x e n t  s u r  

l e  DNA de  thymus de veau. 



celle-ci n ' a  pas  é t é  re tenue  probablement à cause du c a r a c t è r e  non spéci-  

f i q u e  q u ' e l l e  p r é s e n t e  e t  a u s s i  de  s a  r é a l i s a t i o n  d é l i c a t e .  

Dans l e  c a s  de l a  technique re tenue ,  l e  DNA compétiteur d o i t  ê t r e  

minutieusement c h o i s i  en r é a l i s a n t  des e s s a i s  avec des séquences d e  

DNA mono b r i n .  P a r  a i l l e u r s ,  l a  composition du tampon i n t e r v i e n t  a u s s i  

e t  il f a u t  v e i l l e r  à un bon é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  d i v e r s  c a t i o n s  m é t a l l i q u e s ,  

v é r i f i e r  l e  pH e t  a j o u t e r  un c h é l a t e u r  q u i  p rév ien t  l ' a c t i o n  des nuc léases .  

C ' e s t  une technique q u i  demande beaucoup de précaut ions  mais l e  r é s u l t a t  

e s t  impressionnant .  En e f f e t ,  l e s  deux é t apes  u t i l i s é e s  permettent  à 

e l l e s  s e u l e s  d ' a t t e i n d r e  un taux  de p u r i f i c a t i o n  de  500 à 1000 f o i s  avec 

un rendement de 30 % dans un é t a t  à 30 Z d'homogénéité. La première é tape  

de compéti t ion r e p r é s e n t e  un p o i n t  c r u c i a l  g râce  auquel c e  r é s u l t a t  a é t é  

obtenu. 

La c o n t r i b u t i o n  de c e t t e  technique à l a  p u r i f i c a t i o n  du f a c t e u r  

SP 1 e s t  t r è s  importante ,  e l l e  amène l e  taux  de  p u r i f i c a t i o n  f i n a l  à une 

va l eu r  d e  30000. P a r  rappor t  aux techniques d é c r i t e s  dans l a  première 

p a r t i e  d e  c e  c h a p i t r e ,  c e t t e  technique s e  d i s t i n g u e  d 'une p a r t  p a r  l ' add i -  

t i o n  d 'une é tape  d e  compéti t ion avec l e  DNA de thymus d e  veau avant  

l ' i n c u b a t i o n  avec l a  séquence spéc i f ique  du g e l ,  e t  d ' a u t r e  p a r t  p a r  

l ' i n c u b a t i o n  d ' o l igonuc léo t ides  synthé t iques  qu i  reconnaissent  l a  s p é c i f i -  

c i t é  de l a  r é s i n e  sépharose-DNA. Cela expl ique probablement l e s  r é s u l t a t s  

obtenus. 

3) Conclusion 

Au vu des  r é s u l t a t s ,  il a p p a r a î t  que l ' u t i l i s a t i o n  d 'ol igonucléo-  

t i d e s  syn thé t iques  ouvre de  nouvel les  pe r spec t ives  pour l a  p u r i f i c a t i o n  

de  p r o t é i n e s  e x i s t a n t  en  t r è s  f a i b l e  concen t r a t ion  c e l l u l a i r e  e t  q u i  

l i e n t  l e  DNA. A ce propos, l a  technique de  Kadonaga conna i t  ac tue l lement  

un succès rap ide  a i n s i  qu 'en témoignent p l u s i e u r s  communications présen-  

t é e s  dans une r é c e n t e  réunion s c i e n t i f i q u e  des s p é c i a l i s t e s  d6 l a  

b i o l o g i e  mo lécu la i r e  e t  de l a  p u r i f i c a t i o n  des  p r o t é i n e s  (J .  M a r t i a l ,  

cormaunication pe r sonne l l e ) .  l 



Nous avons décidé de r é a l i s e r  l a  synthèse d'un g e l  d ' a f f i n i t é  

d 'o l igonucléot ides  de l a  séquence "consensus" reconnaissant  spécif ique- 

ment l e  récepteur  des g lucocor t icsIdes  selon l a  méthode de Kadonaga e t  

T j i an ,  1986. Mais pour mener à bien c e t t e  approche il f a u t  b é n é f i c i e r  

impérativement d'une col labora t ion  é t r o i t e  e n t r e  d i f f é r e n t s  l abora to i res  

s p é c i a l i s é s  chacun dans un domaine : synthèse chimique des oligonucléo- 

t i d e s ,  manipulation du DNA, synthèse des  ge l s  d ' a f f i n i t é ,  p u r i f i c a t i o n  

du récepteur transformé. 

Notre expérience dans l e s  deux de rn ie r s  domaines a valu à no t re  

l a b o r a t o i r e  d ' ê t r e  engagé dans une t e l l e  col labora t ion .  La synthèse 

chimique des ol igonucléotides a  é t é  r é a l i s é e  dans l e  l a b o r a t o i r e  de 

J. Mart ial  à Liège, e t  l e s  expériences r e l a t i v e s  à l a  manipulation 

du DNA ont é t é  ef fec tuées  chez J.P. Kerckaert,  à l ' I n s t i t u t  de recherche 

s u r  l e  cancer de L i l l e .  

Le schéma de prépara t ion  du g e l  d ' a f f i n i t é  pour l a  p u r i f i c a t i o n  

des p ro té ines  reconnaissant une séquence spéci f ique  a é t é  r epor té  

s u r  l a  f i g u r e  39.  Ce ge l  d o i t  avoi r  l e s  propr ié tés  su ivantes  : 

- Pour maximiser l ' adsorp t ion  de l a  proté ine  à p u r i f i e r ,  e t  

minimiser l a  contamination par  d ' a u t r e s  proté ines ,  l e  DNA couplé d o i t  

con ten i r  seulement des séquences b i c a t é n a i r e s  r é p é t i t i v e s  ayant une 

grande a f f i n i t é  pour l a  p ro té ine  à p u r i f i e r .  

- Pour s ' a s s u r e r  que l e  DNA e s t  access ib le  à l a  p ro té ine  e t  

f i x é  solidement au support,  chaque molécule de DNA e s t  couplée à 

ce lu i -c i  pa r  une l i a i s o n  covalente.  

1 )  Préparat ion des ol igonucléotides de l a  séquence "consensus'' 

spéci f ique  du récepteur des g l u c o c o r t i c o ~ d e s .  

- Choix de l a  séquence u t i l i s é e  
1 

Il se trouve que n o t r e  l a b o r a t o i r e  e s t  engagé dans une 

co l l abora t ion  avec c e l u i  de J. Mart ia l  à Liège. Au s e i n  de ce  labora-  

t o i r e ,  l e s  études sur l e  gène de l a  f a m i l l e  hGH (hormone de croissance  

humaine), r égu lé  par l e s  hormones glucocaxticoldes,  ont abouti  à 

l ' i d e n t i f i c a t i o n  de l a  séquence "consensus" (El iard  et d., 1985). 

Cet te  séquence comporte 1 7  nucléot ides  parmi l e sque l s  une v a r i a n t e  

du "consensus" minimum TGTCCT à l a  p lace  du "consensus" c l a s s ique  



Sepharose CL-2B 

- --- ---- - -  - - Sepharose CL-2B 
4 activé au BrCN 

t 
Support DNAm Sepharose à séquence ç pécif ique 

Figure 39 - Préparation de la séquence spécifique du support DNA-Scpli;irose. 
(a) appariement des oligodesoxynucléotides complémentaires ; 

(b) phosphorylation de l'extrémité 5 par la polynucléotide-kina~c T4 

et ~'ATP, (cl Polymérisation des oligonucléotides complémentaires 1 
avec la DNA ligase T4 et ATP ; (dl activation du sepharoSe CL 2U nvL.c 1 
CNBr ; (e) couplage du DNA au sépharose activ4 et obtention du 

support. Le DNA se lie covalentiellement au gel p a r  lcs grouptAs 

amines primaires des résidus libres à l'cxtrémi té 5' tcrmiiiûl , a .  

Cependant la position exacte par laquelle le DNA est nttncli6 a11 

gel n'est pas connue. 



TGTTCT ( f igure  40). Le même l a b o r a t o i r e  r é a l i s e  1a synthèse chimique 

de l a  séquence complète à l ' a i d e  de syn thé t i seurs  automatiques. Nous 

pouvons d isposer  de ces  séquences dans l e  cadre  de l a  co l l abora t ion  

engagée avec c e  l a b o r a t o i r e  e t  c ' e s t  pourquoi n o t r e  choix s ' e s t  po r t é  

s u r  ce l l e -c i .  

Nous avons reçu l e s  o l igonuclé t ides  sous forme de deux b r i n s  

complémentaires séparés,chacun dans un tube. Les séquences sont  

présentées s u r  l a  f i g u r e  40. 

- Synthèse chimique 

Cette synthèse s e  f a i t  à l ' a i d e  de p ro tec t ion  chimique des  

fonct ions  a c t i v e s  s u r  l e s  nucléot ides .  Normalement, on ne d o i t  l a i s s e r  

qu'une seu le  fonc t ion  l i b r e  bien c h o i s i e  au dépar t ,  t ou t  en bloquant 

l e s  a u t r e s  fonct ions .  A l a  f i n  de l a  réac t ion ,  l e  déblocage a é t é  

r é a l i s é  par  l ' a m o n i a c .  

2) Hybridation, phosphorylation, l i g a t i o n  

Ces expériences on t  é t é  menées sous l a  d i r e c t i o n  de J .P .  Kerckaert 

à l ' I n s t i t u t  de Recherche s u r  l e  cancer de L i l l e .  Les o l igonucléot ides  

que nous avons reçus é t a i e n t  en so lu t ion  dans l e  tampon de déprotec t ion .  

Nous l e s  avons évaporés sous azote  pu i s  r e p r i s  dans 100 j~1 d'eau,  

10 ~1 d ' a c é t a t e  de sodium 3M e t  250 p l  d 'é thanol  Ç5 %. Après cen t r i fu -  

ga t ion  dans l e s  tubes Eppendorf pendant 20 minutes, l e s  sumageants  

son t  Qliminés e t  l e s  c u l o t s  congelés à - 20°C. Cet te  é tape  a v a i t  pour 

bu t  de l a v e r  l e s  o l igonucléot ides  e t  de l e s  débarrasser  de l'ammoniaque 

u t i l i s é  pour l ' é t a p e  de déprotect ion.  A l 'usage,  l e s  tubes sont 

décongelés e t  r e p r é c i p i t é s  une deuxième f o i s  à l ' é thano l  avant d ' ê t r e  

l avés  au TE/Ethanol (30:70) (TE T r i s  H C 1  10 mM pH 7,6, EDTA 1 m!) . 
Après cen t r i fuga t ion ,  l e s  c u l o t s  19 e t  20 sont  r e p r i s  avec 50 p l  de TE. 

2,5 i11 de c e t t e  so lu t ion  son t  pré levés  et: d i l u é s  dans 2 ml'de TE pour 

l e  con t rô le  au s p e c t r e  UV e t  mesure de l a  DO à 260 nm. 

La q u a n t i t é  de DNA de dépar t  estimée p a r  ces mesures e s t  de 

1000pg de DNA dans l e  tube 19 e t  200 pg dans l e  tube 20. Cet te  

d i f f é rence  provient  du problème que nous avons eu pour s o l u b i l i s e r  l e  

tube 19. En e f f e t ,  il r e s t a i t  toujours  un p r é c i p i t é  probablement da à 

une dénatura t ion  des séquences au cours de l ' évapora t ion  à sec. Celle- 





c i  e s t  en e f f e t  à é v i t e r  c a r  e l l e  peut conduite  à une i n s o l u b i l i s a t i o n  

i r r é v e r s i b l e  du DNA. Une t e n t a t i v e  de r e s s o t u b i l i s a t i o n  par a g i t a t i o n  

à température ambiante pendant p lus ieu r s  jours  a échoué. 

. L'hybridat ion e s t  r é a l i s é e  en mélangeant environ 200 ug de 

chaque Séquence complémentaire (19 e t  20) dans un tampon Tr i s  HC1 70 mM 

contenant e n t r e  a u t r e  l a  sperrnidine. Le mélange e s t  p o r t é  à d i f f é r e n t e s  

températures par  incubations successives dans des bains-marie r é g l é s  à 

88°C (2 min), 65°C (10 min), 37°C (10 min) e t  enf in  à température 

ambiante (5 min). Une so lu t ion  d'ATP 20 mM contenant 5 u C i  d'ATP marqué 

au 3 2 ~  e t  à l a q u e l l e  on a j o u t e  80 u n i t é s  de polynucléotide k inase  T4 

(Boehringer Manheim (8u/ml) e s t  a jou tée  au mélange pour l a  r éac t ion  de 

phosphorylation. Après incubation pendant 2 heures à 37"C, l a  r é a c t i o n  

e s t  s toppée pa r  add i t ion  d ' a c é t a t e  d'ammonium 5M, pH 5,5,  de MgC12 100 mM 

e t  de TE. Enfin, l'enzyme e s t  i n a c t i v é  pa r  chauf£age dans un bain-marie 

à 65°C pendant 15 minutes. Le DNA est p r é c i p i t é  dans l ' é thano l  p u i s  

cen t r i fugé  à 0°C. Le cu lo t  obtenu e s t  l a v é  pa r  resuspension dans l e  

tampon TE contenant de l ' a c é t a t e  de sodium 3M, du MgC12 100 mM, c e c i  

pour é l iminer  l ' e x c è s  du produi t  r a d i o a c t i f  e t  de l'enzyme, puis  

r e p r é c i p i t a t i o n  e t  cen t r i fuga t ion  pendant 30 minutes à 0°C. Le c u l o t  

e s t  en f in  l a v é  à l ' é t h a n o l  70 %. 

. La première expérience de l i g a t i o n  a é t é  r é a l i s é e  dans des 

condi t ions  couramment u t i l i s é e s  au l a b o r a t o i r e  de J .P.  Kerckaert.  La 

réac t ion  s e  f a i t  dans un tampon T r i s  30 mM, pH 7,8 contenant MgC12 10 mM, 

DTT 10 mM, ATP 0 ,5  mM, BSA 0,1 mg/ml) e t  5 u n i t é s  de l i g a s e  T ( ~ r o m e ~ a  

Biotec, Madison Wisconsin USA). Après incubation pendant une n u i t  à 

16"C, des  a l iquo tes  d i l u é s  sont  déposés en présence de témoins s u r  un 

gel  d'agarose 2 %. La révé la t ion  e s t  obtenue p a r  exposi t ion  du g e l  à l a  

lumière u l t r a v i o l e t t e ,  c e c i  grâce au bromure d'ethidium, agent i n t e r c a l a n t  
l 

contenu dans l e s  dépôts e t  qu i  donne une f luorescence quand il e s t  

in t e rca lé .  Ce t t e  r évé la t ion  montre que l e s  séquences appariées son t  

r e s t ées  à l ' é t a t  de monomères, e t  que donc l a  l i g a t i o n  a échoué. 

Nous avons estimé que l e  f a i t  d 'avoi r  u t i l i s é  un tampon e t  un 

temps d ' incubation d i f f é r e n t s  de ceux recommandés par  Kadanoga e t  T j i an  

(1986) a é t é  probablement à l ' o r i g i n e  de c e t  échec, C ' e s t  pourquoi 

nous avons r e p r i s  les mêmes condi t ions  exposées par  ces  auteurs  à 

savoir ,  u t i l i s e r  un tampon T r i s  HC1 88 mM, pH 7,5 contenant MgCl* 13,3 mM, 



DTT 20 a, spermidine 1 ,,3 mM et  auquel e s t  a j o u t é  de 1 'AT? 20 nM e t  l a  

l i g a s e  T4 (5 u n i t é s ) .  L'incubation a duré 4 heures à 16°C. Le r é s u l t a t  

obtenu n ' é t a i t  guère me i l l eu r  que l e  premier avec cependant l ' a p p a r i t i o n  

d'un dimère. Nous avons v é r i f i é  au détec teur  de r a d i o a c t i v i t é  que l e s  

séquences é t a i e n t  b ien  marquées e t  nous avons prolongé l e  temps d'incuba- 

t i o n  à 60 heures à 0°C e t  cec i  après  avo i r  a j o u t é  5 u n i t é s  de l i g a s e  T4. 

Le con t rô le  pa r  é lec t rophorèse  s u r  g e l  d 'agarose a montré c e t t e  f o i s  

l ' a p p a r i t i o n  de polymère a l l a n t  de 1 à 20 monomères. 

Le DNA a e n s u i t e  é t é  e x t r a i t  au phénol, lavé  au chloroforme 

puis  p r é c i p i t é  au méthanol. Le c u l o t  a  é t é  l a v é  d'abord dans un mélange 

m é t h a n o l l ~ ~  (70/30), e n s u i t e  dans l e  mélange é t h a n o l / ~ ~ O  (70:30). Le 

c u l o t  a  é t é  en f in  r e p r i s  dans l 'eau.  

3) Couplage au sépharose CL 2B 

Le couplage des séquences de DNA spéci f ique  polymérisé comprend 

une é tape  d ' ac t iva t ion  du ge l  e t  une a u t r e  de f i x a t i o n  des polymères 

s u r  ce lu i -c i .  

L 'ac t iva t ion  du g e l  a  é t é  r é a l i s é e  à pH neu t re ,  selon l a  

technique de Kohn e t  Wilchek (1 98 1 1. Nous avons s u i v i  au départ  l e s  

condi t ions  q u i  ont  é t é  é t a b l i e s  pa r  Lustenberger &, (1981) pour l a  

prépara t ion  d'un ge l  d ' a f f i n i t é  a f i n  de p u r i f i e r  l e  récepteur non 

transformé. Ainsi ,  l e  taux de B r C N  u t i l i s é  é t a i t  de 0 ,7  mg par m l  de 

ge l  égoutté. 

 a activation a é t é  r é a l i s é e  en deux minutes, e l l e  a  é t é  s u i v i e  

de p l u s i e u r s  lavages rapides ( v o i r  appendice technique) l e  d e r n i e r  

é t a n t  r é a l i s é  avec l e  phosphate 10 mM pH 8. Le nombre d e  fonct ions  

ac t ivées  s u r  l e  g e l  a  é t é  estimé par  dosage des e s t e r s  cyanates dans 

l ' heure  q u i  s u i t  l ' a c t i v a t i o n .  Le g e l  e s t  incubé en présence du DNA 

pendant une n u i t  à 20°C. Le lendemain, après  cen t r i fuga t ion ,  l e  surna- 

geant (4  ml) e s t  séparé  du g e l  p i s u n  a l i q u o t e  de ce de rn id r  e s t  p ré levé  

pour ê t r e  lavé  à l ' eau  e t  compté en r a d i o a c t i v i t é .  Le taux de f i x a t i o n  

obtenu e s t  pratiquement nu l .  

Nous avons r é a l i s é  l a  même expérience avec l e  DNA récupéré, mais 

en changeant seulement l e  taux de  BrCN ( 3  wg/ml de ge l  au l i e u  de 0,7 mglml). 

Malheureusement, l e  r é s u l t a t  é t a i t  identique,  



Une a u t r e  expérience r é a l i s é e  avec 23 mg de BrCN par m l  d e  g e l  

a enf in  permis d 'ob ten i r  un taux de f i x a t i o n  du DNA de 4 %. Hais il e s t  

évident  que nous sommes l o i n  des rendements t rouvés par  Kadonaga et T j i an  

(1987) qui  é t a i e n t  de 40 à 70 %. 

Le tableau X montre l e s  d i f f é r e n t s  e s s a i s  avec l a  q u a n t i t é  

de BrCN u t i l i s é ,  la  concentra t ion  des fonct ions  cyanate a c t i v é s  e t  

l e  taux de  DNA gref fé .  

Deux ra isons  peuvent ê t r e  évoquées pour expliquer ce  f a i b l e  

rendement. D'une pa r t ,  il e s t  probable que même s i  nos condi t ions  

d ' a c t i v a t i o n  sont  d é j à  importantes, e l l e s  son t  encore i n s u f f i s a n t e s ,  

comparées à c e l l e s  u t i l i s é e s  par  Kadonaga e t  T j i a n  (1981). En e f f e t ,  

ces  auteurs  ont t r a v a i l l é  avec une q u a n t i t é  de  BrCN qua t re  f o i s  p l u s  

importante que l a  nô t re .  Il s ' a g i t  là de condi t ions  t r è s  b r u t a l e s  e t  

t o u t  à f a i t  except ionnel les  dans l a  prépara t ion  d'un g e l  d ' a f f i n i t é .  

Poonian d. (1971) avaient  dé jà  s igna lé  l a  d i f f i c u l t é  que p résen te  

l a  f i x a t i o n  s u r  support d 'agarose a c t i v é  au B r C N  d'un DNA b i c a t e n a i r e  

pa r  rapport  au DNA monocaténaire. A c e t  égard, l 'exemple du DNA double 

b r i n  d'E. c o l i  e s t  impressionnant. En e f f e t ,  l e  taux de f i x a t i o n  s u r  

support agarose é t a i t  nul .  Ces auteurs  ont  montré que p lus  on augmente 

l e  taux de DNA monocaténaire, p lus  l e  taux de f i x a t i o n  s u r  l e  support  

augmente. D e  p lus ,  i l s  ont  pu é t a b l i r  que l ' u t i l i s a t i o n  d'un b r i n  

monocaténaire polyadénylique s'accompagnait d'une f i x a t i o n  maximum de 

98 %. Ce pourcentage dépasse de l o i n  tous ceux obtenus avec des morceaux 

de DNA contenant plus ou moins une p e t i t e  ou une grande quan t i t é  de 

b r i n  monocaténaire. 

D'autre p a r t ,  il e s t  t r è s  vraisemblable que l e s  polymères que 

nous avons u t i l i s é s  é t a i e n t  t rop  cour t s .  

Au vu de c e t t e  analyse ,  nous avons adopté l a  s t r a t é g i e  su ivan te  : 

- u t i l i s e r  des condi t ions  a u s s i  b r u t a l e s  que c e l l e s  rappor tées  

par  Kadonaga e t  T j i an  (1981) ; 1 

- améliorer  l a  polymérisation des oligonucl.éotides ; 

- f i x e r  s u r  l e  double b r i n  polymérisé une p e t i t e  queue polyA 

monobrin en 5',  c e l a  f a c i l i t e r a  probablement l a  f i x a t i o n  au 

support.  



TABLEAU X 

GEL 

1 

2 

3 

CNBr 
mg/ml of . .  

GEL 

0 . 7  

3 .0  

30.0 

CYANATE 
pmol/ml of . .  . 

GEL' " ' 

- 

0.55  

2.68 

4°C x 18h 0.025 nmole 

COUPLING TO DNA 
100-200g f o r  5 ml GEL 

"CONDITIONS 

K2HP04 10mM 

pH 8 . 0  20°C 
x 18h 

SAME BUFFER 
0-4OC x 18h 

K2HP04 30mM 

pH 10.0 

YIELD 

O 

- 

O 

4 % 
1 . 3 ~  /ml 





Durant les dix dernières 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 sur supports polyanioniques du genre DNA et phospho- 

cellulose. 

Le travail réalisé dans le cadre de cette thèse propose une 

alternative originale et plus rapide. Elle concerne l'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 

I '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 à la technique des 

empreintes, en collaboration avec le laboratoire de J. Martial à 

Liège. Le but serait de mieux comprendre l'interaction DNA-récepteur. 

- Reconstitution de la forme non transformée du récepteur 
par assemblage des sous-unités non liantes à la sous-unité liante 

purifiée avec le récepteur transformé. Cette application nécessitera 

des préparations davantage purifiées. 

Les exemples d'application proposés ici seront mi4 en 

oeuvre dès que les problèmes liés à la stabilité et à la protéolyse I 
du récepteur seront résolus. 





1 - WTERIEL BIOLOGIQUE 

1) Tampons 

- Tampon Hepes 

Hepes 10 mM 

DTT 

EDTA 

Glycérol 10 % 

NaCl 100 mM 

Eau u l t r a  pure qsp 100 m l  

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec H C 1  1M. 
1 

Avant l 'emploi  l e  pH e s t  de nouveau a j u s t é  à 7,4. 1 

- Tampon T r i s - H C 1  (sigma) 

T r i s  20 mM 

DTT 1 rnM 

EDTA 1 mM 

Glycérol 10 % 

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 à l ' a i d e  de HC1 1M. Avant l 'emploi  

l e  pH e s t  r é a j u s t é  à 7,4. 

- Tampon TES (Sigma) 

TES 20 mM 

2-mercaptoéthanol 20 mM 

EDTA 

PMSF 0 ,2  mM 

Glycérol 10 % 

Eau u l t r a  pure qsp 500 m l  

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 à l ' a i d e  de HC1 1M. Avant l 'emploi  

l e  mercaptoéthanal e s t  a j o u t é  e t  l e  pH e s t  de nouveau a j u s t é  

à 7,4. 



- Tampon phosphate 160 snM 

KH2 PO4 160 rnM ( ~ e r c k )  

2a ie rcap  toé thano l  20 mM 

Glycérol  10 % 

H20 u l t r a  pure  qsp 500 m l  

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec K2HP04 160 mM avant  l ' a d d i t i o n  des 

a u t r e s  r é a c t i f s .  Avant l ' emplo i ,  l e  2-mercaptoéthanol  e s t  

a j o u t é  e t  l e  pH r é a j u s t é  à 7,4 avec KOH 2M. 

- S u l f a t e  de s t reptomycine (Merck) 10 % dans l ' e a u  u l t r a  pure .  

- S u l f a t e  d e  protamine (Merck) 0 ,75 % dans l ' e a u  u l t r a  pu re  

(d i ssoudre  à chaud).  

2) P r é p a r a t i o n  du c y t o s o l  1 
Des r a t s  mâles (250-300 g) s o n t  sur réna lec tomisés  e t  r eço iven t  

d e  l ' e a u  s a l é e  (NaCl 0 , 9  %) ad l i b i t u m .  Après 3 j o u r s ,  l e s  r a t s  s o n t  

t u é s  par  d i s l o c a t i o n  c e r v i c a l e .  Le f o i e  e s t  p r é l e v é  rapidement e t  

per fusé  avec du NaCl à 0 , 9  % e t  du tampon TMG r e f r o i d i s  à 4°C.  Les 1 
l 

é t a p e s  su ivan te s  s e  dé rou len t  à + 4°C. 1 
Après a v o i r  épongé e t  pesé  les f o i e s ,  on a j o u t e  dans un bécher  1 

1 ,5  m l  d e  tampon TMG p a r  gramme de  f o i e .   h homogénéisation est f a i t e  

à 4"C, 5 à 6 secondes à l ' U l t r a  Turrax,  p u i s  au P o t t e r .  ~ ' h o m o ~ é n a t  

e s t  c e n t r i f u g é  à 105 000 g pendant 2 heures  30 minutes  à + 4°C. Le 

c y t o s o l  est récupéré  en plongeant  à t r a v e r s  l a  couche l i p i d i q u e  une 1 
p i p e t t e  P a s t e u r  reliée à une pompe a s p i r a n t e .  Le c y t o s o l  est a j u s t é  à 1 

l 
pH 7,4 à l ' a i d e  de T r i s  1M. 

3) P r é p a r a t i o n  de  l ' e x t r a i t  du r écep teu r  p r é c i p i t é  au s u l f a t e  

de  protamine pr ovin dan & cd. 1978) 



Cytosol  (1 volume) 
+ 0,11 volume de s u l f a t e  de  S t r ep to -  

mycine sous a g i t a t i o n  pendant 20 min 
à 4 ° C  p u i s  c e n t r i f u g a t i o n  à 18 000 g  
x 10 min. 

P r é c i p i  t é  
Jl 

Surnageant (1,11 volume) 
é l iminé  + 0,12 volume de s u l f a t e  de 

protamine sous a g i t a t i o n  
pendant 40 min B 4°C pu i s  
c e n t r i f u g a t i o n  2 18000 g 
x 10 min 

A 
Surnageant é l  iminé 

P r é c i p i t é  
r e p r i s  dans 0,1 volume d e  
tampon phosphate,  homogénéi- 
s a t i o n  au Dounce p u i s  c e n t r i -  
f u g a t i o n  à 2000g x 20 min 

P r é c i p i  té 
idem. é t ape  précé-  
d e n t e  

Surnageant 

Les surnageants  son t  
rassemblés .  Des a l i q u o t e s  
son t  récupér6s pour do- 
sage d e  l ' a c t i v i t é  de 
l i a i s o n  e t  dosage des  
p r o t é i n e s .  Le r e s t e  e s t  
u t i l i s é  imm6diatement 
ou conservé 3 -80°C en 
présence  de 0 , 2  volume 
de  g l y c é r o l  s i  n é c e s s a i r e  



II - MESURE DE L'ACTIVITE DE LIAISON 

0 ,5  m l  de cytosol  ou 50 p l  d ' e x t r a i t  de  s u l f a t e  d e  protamine 
3 

d i l u é  au 111 0 sont  incubés avec 30 nM de s t é r o ï d e  t r i t i é ,  H dexamé- 
3 thasone ou H acétoni.de de triamcinolone d ' a c t i v i t é  spéc i f ique  

20-40 C i / m o l e  - ANERSHAM ou NEN pendant 18 heures à 0°C. Une incu- 

ba t ion  en présence d'un excès de 500 à 1000 f o i s  du s t é r o ï d e  f r o i d  

(Dex ou TA) permet de mesurer l a  l i a i s o n  non spéci f ique .  Toutes l e s  

incubations sont  f a i t e s  en double - 

Charbon-dextran (Rousseau e t  a l . ,  J .  Mol. Biol .  1972, 6 7 ,  

99-1 15) 

Réac t i f s  
l 

Suspension de charbon i 
Charbon a c t i v é  Nor i t  1,5 g 

Dextran T70 0,15 g 

Tampon phosphate de K 
160 mM, pH 7 ,4  50 m l  

Mode opéra to i re  

A l ' a r r ê t  de l ' incubat ion ,  on prélève 2 f o i s  0,2 m l  dans I 
chaque tube d ' incubation auxquels on mélange 0 , l  m l  de suspension 1 
de charbon. Après 10 secondes d ' a g i t a t i o n  au Vortex e t  15 minutes 

de con tac t ,  l e s  tubes son t  cen t r i fugés  à 5000 cpm pendant 3 minutes. 

150 p l  de surnageant sont  prélevés e t  a joutés  à 5 m l  d'Aqualuma. 

III - PURIFICATION DU RECEPTEUR SOUS FORME TRANSFORMEE 

A - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS SUR SUPPORTS PbLYANIONIQUES 

(DNA e t  phosphocellulose) 

1) Tampons 

1 .1. Tampon ff epa 

- Tampon E 

Hepes 10 mM 

DTT 1 rnM 

EDTA 1 mM 

Glycérol 



Le pH e s t  a j u s t é  à 7,4 à l ' a i d e  de N a o ~  O,I N 
A l 'emploi il e s t  r é a j u s t é  à 7,4 

- Tampon A = tampon E + N a C l  100 mM 

- Tampon B = Tampon E + NaCl 50 mM 

- Tampon C = tampon E + NaCl 450 mM 

- Tampon D = tampon E + NaCl 1M 

- Tampon 1 

T r i s  (Sigma) 20 mM 

DTT 1 mM 

EDTA 1 mM 

Glycérol 10 % 

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec HC1 1M. 

Avant l 'emploi,  il e s t  a j u s t é  à nouveau à 7,4. 

- Tampon F = tampon 1 + KC1 50 mM 

- Tampon G = tampon 1 + K C 1  450 mM 

- Tampon H = tampon I / K C 1  1M 

Abréviat ions : HEPES : ac ide  hydroxyethyl p i ~ e r a z i n e  ethane sul fonique  

T r i s  : ~ris(h~drox~meth~1)aminométhane 

EDTA : Acide éthylène diamine t é t r a a c é t i q u e  

DTT : D i t h i o t h r é i t o l  

2) Préparat ion des colonnes chromatographiques 

Les colonnes son t  équ i l ib rées  par  l e  tampon ayant s e r v i  à 

l a  prépara t ion  du cy toso l ,  donc l e s  tampons A e t  P. 5 volumes d e  

tampon pour 1 volume de ge l  sont  largement su f f i san t s  pour é q u i l i b r e r  

l a  colonne. Le déb i t  e s t  en moyenne égal  à 1 ml12 min. 

2.2. Régénéhation 

La régénérat ion des colonnes ayant s e r v i  à l a  f i l t r a t i o n  ou 

à l ' adsorp t ion  du cytosol  s e  f a i t  en deux é tapes  : 



- Lavage avec l e  tampon D ou b ien  l e  tampon H à débi t  

relat ivement é levé  (1  mllmin) 5 volumes de tampon poux un volume de 

colonne. 

- Lavage avec l e  tampon E ou l e  tampon 1 à d é b i t  moyen 

(1,5 ml12 min) (1 0 volumes de tampon pour un volume du gel de l a  

colonne. 

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

1 - Apparei l lage 

Les colonnes u t i l i s é e s  sont  : Mono Q HR 515 de Pharmacia e t  

TSK 545 DEAE analyt ique  e t  p répara t ive  de LKB. 

La HPIEC e s t  e f fec tuée  s u r  un appare i l  Waters 204 4/6/6-GN, 

équipé de deux pompes 6000 A, couplées à un programmeur de g rad ien t  

Waters 660, d'un dé tec teur  Waters 480 rég lé  à 280 nm. Les f r a c t i o n s  

sont  c o l l e c t é e s  s u r  un appare i l  Gilson programmable 201. 

La concentrat ion en sodium e t  en potassium e s t  mesurée s u r  un 

spectrophotomètre de flamme (flamme Photometer, mode1 143, Instrumen- 

t a t i o n  labora tory ,  Inc.) 

2 - Tampons 

.Tampon phosphate M l 
K2HP04 50 mM 

P-mercaptoéthanol 20 mM 

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec KH2P04 50 mM. A l 'emploi  

l e  mercaptoéthanol e s t  a j o u t é  e t  l e  pH r é a j u s t é  à 7,4 avec KOH 1M. 

l 
.Tampon phosphate N = Tampon M + NaCl 500 mM 

. Tampon d ' équ i 1 i b  rag e 

100 m l  de c e  tampon e s t  obtenu en mélangeant 80 m l  

de tampon M e t  20 m l  de tampon N. 

.Tampon du premier lavage 

100 m l  de c e  tampon sont  obtenus en mélangeant 65 m l  

de tampon M e t  20 m l  de tampon N. 



.Tampon d 'équi l ibrage  de l a  gel-f i l t r a t i o n  ACA 202 

K2HP04 130 mM 

NaMo04 10 mM 

Mercap toéthanol  20 mM 

Glycérol 10 % 

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec KH2P04 130 mM. A l 'emploi  

l e  mercaptoéthanol e s t  a jou té  e t  l e  pH r é a j u s t é  à 7,4 

avec KOH 1M. 

.~ampon de d i l u t i o n  de l ' e x t r a i t  de récepteur p r é c i p i t é  

au s u l f a t e  de  protamine puis  f i l t r é  s u r  g e l - f i l t r a t i o n .  

K2HP04 10 mM 

NaMo04 10 mM 

2-mercap toéthanol  20 mM 

Glycérol 10 % 

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec KHz PO4 10 mM. A l 'emploi  

l e  mercaptoéthanol e s t  addit ionné e t  l e  pH r é a j u s t é  

à 7,4 avec KOH 0,lM. 

Tous l e s  tampons sont  f i l t r é s  s u r  f i l t r e  0,45 p e t  dégazés avant 

u t i l i s a t i o n .  

3 - Préparat ion des colonnes 

- Equil ibrage 

 équilibrage de tou tes  l e s  colonnes e s t  s u i v i  pa r  absorbance 

à 280 nm. Généralement, 3 volumes du tampon pour un volume de colonne 

sont  su£ f i s a n t s .  

- Régénération 

C e t t e  é tape  e s t  r é a l i s é e  systématiquement à l a  f i n  des manipu- 

l a t i o n s .  A l a  f i n  du g rad ien t ,  l a  concentrat ion en s e l  à l ' ' i n t é r i eu r  

des colonnes a t t e i n t  0 ,5  M. E l l e  e s t  por tée  à 1 M  pa r  un gradient  de  

15 min. con t re  une solu t ion  de NaCl 1M. Un a u t r e  g rad ien t  de 30 min 

permet de r even i r  à l ' eau  az idée ,  c ' e s t  après c e l a  qu'on démarre un 

g rad ien t  de 10 min cont re  l e  méthanol 10-20 X. En£ in ,  r e tour  à l ' eau  

az idée  dans l a q u e l l e  l a  colonne d o i t  impérativement ê t r e  conservée. 



4 - Prépa ra t ion  du m a t é r i e l  à p u r i f i e r  

20 m l  de l ' e x t r a i t  du r écep teu r  p r é c i p i t é  au s u l f a t e  de  

protamine son t  d e s s a l é s  s u r  une colonne IBF contenant  60 m l  de  ge l  

ACA 202 é q u i l i b r é e  dans l e  tampon phosphate 260 mEq. 21,5 m l  s o n t  

r e c u e i l l i s  dans une éprouvet te  p u i s  d i l u é s  avec 14 m l  de  tampon 

phosphate 20 mEq ; 0,5  m l  sont  p ré l evés  pour l e  dosage de  l ' a c t i v i t é  1 
e t  des  p r o t é i n e s  e t  35 m l  sont  i n j e c t é s  dans l a  colonne DEAI3 

p répara  t i v e .  

C - CARACTERISATION DU RECEPTEUR 

l 1 - Chromatographie de  g e l - f i l t r a t i o n  en HPLC 
1 
i 

i 
La g e l - f i l t r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  avec une colonne TSK G3000 SW 

(7 ,5  x 300 mm) (LKB) plongée dans un b a i n  de g l ace .  E l l e  e s t  é q u i l i b r é e  

dans l e  tampon phosphate 320 mEq, P -mercaptoérhanol 20 mM e t  

molybdate 10 mM, pH 7,4. Le d é b i t  de  l a  pompe e s t  de  0 , 5  mllmin. L e  

r écep teu r  p u r i f i é  (0,15 ml) e s t  i n j e c t é  dans l a  colonne e t  l ' o n  

r e c u e i l l e  des  f r a c t i o n s  d e  0,25 m l .  Des a l i q u o t e s  de  50 J J ~  de chaque 

f r a c t i o n  s o n t  p r i s  pour  l e  comptage de  l a  r a d i o a c t i v i t é  s u r  un 

a p p a r e i l  In t e r t echn ique  SL 4000 avec comme p r o d u i t  de  s c i n t i l l a t i o n  

1 'Aqualyte  (J.T. Baker).  

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

Le g r a d i e n t  de saccharose 5-20 % (p lv)  a é t é  p répa ré  en 

cond i t i on  de  hau te  f o r c e  ion ique  dans l e  tampon phosphate 160 mM, I 
pH 7,4 à 4"C, g l y c é r o l  10 X, EDTA ImM, r n e r ~ a ~ t o é t h a n o l  20 mM NaMoO4 

10 mM. On prépare  deux s o l u t i o n s  dans c e  tampon, l ' une  à 5 % e t  l ' a u t r e  

20 % en saccharose.  Le g rad ien t  e s t  r é a l i s é  g râce  à un a p p a r e i l  

à deux chambres cy l ind r iques  . 
1 

200 p l  du r écep teu r  p u r i f i é  s o n t  déposés s u r  l e s  tubes d é j à  

pesés  à l a  balance.  Deux témoins l ' a l d o l a s e  (7,8S) e t  l a  sérumalbumine 

(4,3S) s o n t  déposés en même temps que l e  r écep teu r .  

Après u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 55000 rpm pendant 17 heures  on 

ponct ionne l e  fond des tubes e t  on récupère des f r a c t i o n s  de 200 

q u i  s o n t  e n s u i t e  comptées en r a d i o a c t i v i t é .  
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3) Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS à 

gradient de réticulation linéaire 5-20 % (Laemrnli, 1970) . 

Cyve B électrophorèse verticale : Protean double S l a b  

Electrophorèse Ce11 BIORAD, rcf. 716.514.20 

Solution A d'acrylamide à 5 % 

Acrylamide 50,o g 

Bisacrylamide 1,33 g 

Tris 45,3 S 

SDS 1,O g 

TEMED 300 pl 

HCl 5,6 N qSP PH 8s8 

H2° qsp llitre 

Solution B d'acrylamide à 20 X 

Acrylamide 

Bisacrylamide 

Tris 

SDS 

TEMED 

Glycérol 

HCl 5 , 6  N 

Solution C de concentration 

Acrylamide 

Bisacrylamide 

1 litre 

Tris 15,1 S 

SDS 1,O g 

TEMED 500 pl 

HC1 5 , 6  N qSP pli 6,8 

H2° qsP 1 litre 

Les solutions A, B, C se conservent à + 4°C pendant plusieurs 

semaines. 



Tampon d'dl'2c 6rophorèse 

T r i s  

Glycocol le  

SDS 

HC1 5 ,6  N 

H2° 

Le tampon e s t  à d i l u e r  au  q u a r t  avant  l ' emp lo i  

- K i t  d e  " f a ib l e "  masse mo lécu la i r e  c a l i b r é  pour l ' é l e c  troptiorèse 

Phannacia 17-0446-01 

Ent re  d e s  plaques de  v e r r e  (150 x 100 e t  1.5 mm d ' é p a i s s e u r  

du g e l )  un bouchon d 'acrylamide est cou lé  pour main t e n i r  1 ' é tanc l~Ui  t6 

du système (5 m l  B + 50 p l  de  p e r s u l f a t e  d'ammonium). Le g r a d i e n t  e s t  - 

e n s u i t e  formé (27,5 m l  A + 50 p l  de  p e r s u l f a t e  d'ammonium dans une 

chambre e t  27.5 m l  B + 50 ~1 de  p e r s u l f a t e  d'ammonium dans l'autre). Le 

g e l  de c o n c e n t r a t i o n  e s t  c o u l é  (7 ,5  m l  d e  C + 15,O u l  de  p e r s u l f a t e )  

e t  l e  pe igne  e s t  r a j o u t é  immédiatement. 

Les p r o t é i n e s  t r a i t é e s  à 100°C pendant 5  minutes en prdscnce 

de 2,5 Z SDS e t  5  Z 8-mercaptoéthanol s o n t  déposées en présence de 

b leu  de bromophénol 0,001 X e t  g l y c é r o l  10 Z. 

L 'é l ec t rophorèse  s ' e f f e c t u e  à 100 V e t  10 nul pendant 1 n u i t .  

Les é t a p e s  de f i x a t i o n  e t  de c o l o r a t i o n  des  p ro t é ines  du g e l  s e  f o n t  

s e lon  l e  p ro toco le  du k i t  de  c o l o r a t i o n  à l ' a r g e n t  BIORAD. 

4) E l e c t r o t r a n s f e r t  des  p r o t é i n e s  s u r  n i t r o c e l l u l o s e  

Le t r a n s f e r t  é l ec t rophoré t ique  est u t i l i s é  pour augmenter l a  

s e n s i b i l i t é  e t  l a  r a p i d i t é  de l a  d é t e c t i o n  des  subs tances  b io log iques ,  

comme les p r o t é i n e s ,  l e  DNA et  l e  F3.A. I 

La technique  emploie l e  couran t  é l e c t r i q u e  pour  r é a l i s e r  l e  - - 

t r a n s f e r t  des  p r o t é i n e s  d 'un g e l  où l e s  bandes son t  d é j à  séparées  p a r  

é l ec t rophorèse  (PAGEISDS), s u r  une s u r f a c e  de  p a p i e r  t r a i t é  ( n i t r o c e l l u -  

l o se )  ou s u r  l e s  membranes q u i  l i e n t  l e s  biomolécules .  Urie f o i s  l e  t r a n s f e r t  

terminé,  l e s  bandes s o n t  p r ê t e s  à une r é v é l a t i o n  par au to rad iog raph ie  

ou à un dosage immunoenzymatique, ou une d é t e c t i o n  p a r  f l uo re scence  ou 



encore à une é l u t i o n  p répa ra t ive .  Cet t e  technique p ré sen te  p l u s i e u r s  

avantages,  parmi l e sque l s  on peut  c i t e r  : 

- A c c e s s i b i l i t é  : en e f f e t ,  l e  t r a n s f e r t  s u r  f e u i l l e  de  

n i t r o c e l l u l o s e  ou s u r  une membrane condu i t  à des  ana lyses  qu i  s o n t  

normalement t r è s  d i f f i c i l e s ,  s inon impossibles  à r é a l i s e r  dans l e  g e l .  

- Les molécules t r a n s f é r é e s  sont  l i é e s  à l a  membrane, de 

t e l l e  s o r t e  q u ' i l  y a i t  un minimum de p e r t e  de r é s o l u t i o n .  ~ u s q u ' i c i  

c ' e s t  l ' a c t i v i t é  an t igénique  q u i  a  é t é  l e  p lus  u t i l i s é e ,  e l l e  p r é v i e n t  

l a  d i f f u s i o n  e t  l a  p e r t e  de r é so lu t ion .  

s Les f e u i l l e s  de  n i t r o c e l l u l o s e  e t  l e s  membranes s o n t  

beaucoup p lus  f a c i l e s  à manipuler que l e s  ge l s .  

- S p é c i f i c i t é  de l i a i s o n  e n t r e  l e s  deux a n t i c o r p s  d e  révé- 

l a t i o n .  l 

Appare i l  de t r a n s f e r t  LKB 2005. 

F e u i l l e s  de n i t r o c e l l u l o s e  Schle icher  e t  Schül l  BA 85. 

l Tampon de t r a n s f e r t  

T r i s  25 mM 

Glycocol le  150 mY 

Méthanol 20 % 

Le pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec  HC1 1 M 

Le t r a n s f e r t  s u r  f e u i l l e  de n i t r o c e l l u l o s e  (aux dimensions du 
2  g e l )  s ' e f f e c t u e  à 6 vol ts /cm pendant 5 heures  dans l e  tampon d e  t r ans -  

f e r t .  La n i t r o c e l l u l o s e  e s t  séchée e n t r e  deux pap ie r s  f i l t r e s  (3ioblock)  
I 

C o R o W o n  CU m u g e  ponceau 

. . CoRotravct 
Rouge ponceau 0 , 2  % 

Acide t r i c h l ~ r o a c é t i ~ u e  3 X 

. CoComtion 
E l l e  s ' e f f e c t u e  pendant quelques minutes,  e t  e l l e  e s t  s u i v i e  



par  un lavage abondant à l ' eau  u l t r apure .  

Tampon TBS : TrisHCl 10 mJÿ 

NaC 1 150 mM 

HC 1 4SP pH734 

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

Tampon PBS : Na2HP04/NaH2P04 10 ml, pH 7,4 

NaC 1 120 mM 

KC 1 2,7 mM 

l 

Mode o p é t r a t o h e  ~ 

- Sa tu ra t ion  de l a  n i t r o c e l l u l o s e  par  5 X l a i t  Glor ia  dans 

tampon TBS pendant 1 heure à 37OC. 

- Lavage 3x 15 minutes p a r  l e  TNT. 

- Incubation avec l'immunsérum d i l u é  au 1/50e dans l e  TNT- 

BSA 1 X e t  sérum de veau 10 X pendant 1 heure à température ambiante. 

- Lavage 3 x 15 minutes p a r  l e  TNT. 1 
- Incubation avec un an t i co rps  de chèvre a n t i  IgG de l ap in  

marqué à l a  peroxydase (GAR/Po Diagnostics Pas teur)  d i l u é  au 1/1000e 

dans l e  TNT - 1 X BSA e t  10 2 de sérum de veau, pendant 1 heure à 

température ambiante. 

- Lavage 3 x 15 minutes p a r  l e  TNT i 
- Lavage 1 x 15 minutes p a r  l e  PBS. 

1 
1 

- Révélation avec l e  DA8 0,1 X dans l e  tampon qBS + 0,1  X 

H2°2 

- La réac t ion  e s t  a r r ê t é e  pa r  un lavage à l ' eau  contenant  

10 % de g lycérol .  



I V -  DOSAGE DES PROTEINES 

1) Méthode de Bensadoun e t  I Je ins te in ,  (1976) 

Réac;ti& ------ - 

- So lu t ion  de désoxycholate  de Na 0 ,2  % 

- Acide désoxycholique 

- Soude NI13 

- So lu t ion  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  25 % 

- ACTA 

- Tampon b i ca rbona te  

So lu t ion  A NaHC03 

H2° 

25 g 

qsp ' 100 m l  

1 
S o l u t i o n  B NaOH 45 g 

H2° qsP 300 m l  

mélanger l e s  s o l u t i o n s  A e t  B e t  compléter  à 1000 m l  

avec H20 d i s t i l l é e  

- So lu t ion  c u p r o t a r t r i q u e  

So lu t ion  c u i v r i q u e  

So lu t ion  t a r t r i q u e  

t a r t r a t e  4 g 
de  Na e t  K 1 
H2° q  SP 1  O00 m l  

mélanger en p a r t i e s  é g a l e s  au moment d e  l ' emp lo i .  



ATCX 

I Centrifuger 30' à 4500 tlmin à 0°C 

1 

puis  l e  surnageant e s t  é l iminé soigneusement à l a  p i p e t t e  Pasteur. 
i 

- Ajouter à chaque tube en passant 10 secondes au Vortex 

à chaque f o i s  
1 

- 1,s m l  de so lu t ion  cuproalcaline 

. - O,15 m l  de so lu t ion  de Foliri concentrée 

- .Les tubes sont l a i s s é s  à l ' o b s c u r i t é  pendant 45 niinutes 

- La D . O .  e s t  l u e  à 660 nm contre de l ' e a u  d i s t i l l é e .  



2) Méthode au b leu  de Coomassie (G250) 

Read e t  a l . ,  (1981) 

- Bleu de  Coomassie 
6250 (Merck) 

- Ethanol abso lu  4 , 7  m l  

- H3P04 85  X 10 m l  

- H20 qSP 100 m l  

~ i l t r a t i o n  s u r  p a p i e r  Whatman e t  conserva t ion  à l ' a b r i  d e  l a  

lumière .  Réac t i f  s t a b l e  quelques jours . '  Les dosages o n t  é t é  

e f f e c t u é s  s u r  un ana lyseu r  c e n t r i f u g e  COBAS B I 0  se lon  l e s  

p ro toco le s  s u i v a n t s  : 

- Température des  cuves 30°C 

- Longueur d'onde 595 nm 

- Temps de  l è r e  l e c t u r e  2 min. 

- pour  une gamme é t a l o n  a l l a n t  de O à 200 ug/rnl de SAB 

- 15 p l  d ' é c h a n t i l l o n  

- 60 p l  de d i l u a n t  (H20) 

- 225 p l  d e  r é a c t i f  

- pour  une gamme é t a l o n  a l l a n t  de O à 50 ~ g / m l  

- 60  J J ~  d ' é c h a n t i l l o n  

- 15 p l  d e  d i l u a n t  

- 225 p l  de  r é a c t i f  

Le p r o g r a m e  d é t a i l l é  e s t  donné c i -après  : 



Paramètres  

1 Un i t é  

2  F a c t e u r  de  c a l c u l  

3 Standard 1  conc. O 

4 Standard 2  conc. O 

5 Standard 3 conc. O 

6 L imi t e  300 

7 Température (deg . c . ) 30.0 

8 Type d ' ana lyse  1 

9 Longueur d'onde (nm) 595 

10 Vol. é c h a n t i l l o n  (p l )  15 

1 1  Vol. d i l u a n t  ( p l )  6  O 

12 Vol. Réact i f  ( ~ 1 )  225 

13 Temps d ' i ncuba t ion  (S) O 

14 Vol. Réact i f  demar. ( p l )  O 

15 Temps l è r e  l e c t u r e  (S) 120. O 

16 I n t e r v a l l e  temps (S) 6 O 

17 Nombre de  l e c t u r e s  03 

18 Blanc r é a c t i f  

19 Mode de  c a l c u l  



V - PREPARATION d'un GEL ~'AFFINITE AVEC LA FQUENCE SPECIFIQUE DU 

RECEPTEUR DES GLUCOCORTICOIDES 

* Tampon dlhybhhdakbn 

L'hybr ida t ion  est r é a l i s é e  dans 75 p l  du tampon su ivan t  : 

l T r i s  HC1 70 mM 

MgC l2 

DTT 

1 Spermidine 1,3 mY 

EDTA 1 ,3  mM 

l e  pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec  HG1 0 ,1 N.  

Pour l a  phosphorylat ion,  on u t i l i s e  l e  même tampon, auquel  

1 
I on a j o u t e  15 p l  d'ATP 20 mM, 1 p l  contenant  5 pCi d'ATP marqué au 

3 2 ~  e t  10 p l  contenant  80 u n i t é s  de polynucléot ide-kinase (Boehringer 

Mannheim). La r é a c t i o n  e s t  stoppée p a r  100 p l  de  NH40Ac 5 M, 25 p l  1. 
I d e  MgC12 e t  25 p de  TE. La p r é c i p i t a t i o n  e s t  r é a l i s é e  en a j o u t a n t  

1 - 500 p l  d 'é thanol .  Le p r é c i p i t é  e s t  r e s o l u b i l i s é  dans 200 p l  d e  TE, 

1 25 p l  d e  NaOAc 3 M, e t  25 p l  de MgC12 100 mM, pu i s  r e p r é c i p i t é  dans 

500 p l  d ' é thano l .  

* T u m p a ~ d e  f i g a t i a n  

. Tampon proposé pa r  J .P .  Kerckaert  

Volume t o t a l  

T r i s  HC1 30 ml 

DTT 10 mM 
I 

ATP 0 ,5  mM 

BSA 0 , l  mg/ml . 
T4 l i g a s e  5 u n i t é s  (Promega Bio tec ,  

Madison, Wisconsin USA) 



Tampon d é c r i t  pa r  Kadonaga 

Tris-HC1 88 m?! 

& C l 2  13,3 mM 

DTT 20 mM 

Spennidine 1,3  rnM 

Le pH e s t  a j u s t é  à 7,4 avec H C l  0 ,1  N .  

A 75 e l  de  c e  tampon on a j o u t e  20 ~1 dlATP 20 mM e t  5 p l  de 

T4 l i g a s e  ( 1  u n i t é l m l ) .  

 extraction s e  f a i t  avec 150 e l  de phénol,  150 e l  de 

chloroforme. 

2) Couplage au sépharose CL 2B (Pharmacia) --- -- ------- ....................... 

- Act iva t ion  du gel-sépharose CL 2B p a r  l e  B r C N .  

- Acétone fraChement d i s t i l l é e  

- HC1 0,1 N 

- BrCN 1903 g/ml d ' a c é t o n i t r i l e  

- Milieu de couplage diaminononane (0,70 g )  pour 50 m l  

de tampon b icarbonate  0 , 2  M pH 9,5 contenant  50 % 

d ' é thy lène  g l y c o l  r e f r o i d i  à - 15°C 

- Cryos ta t  HUBER HS40. 

- 10 m l  de Sepharose CL 2B s o n t  lavés  s u r  un f r i t t é  p a r  40 m l  d ' eau  

b i d i s t i l l é e  p u i s  p a r  40 m l  d ' acé tone  à 30 % (dans l ' e au  b i d i s t i l l é e )  

pu i s  p a r  200 m l  d 'acétone à 60 %. 

- Le g e l  e s t  r e p r i s  pa r  10 m l  d ' acé tone  à 60 % ; l e  mélange e s t  

r e f r o i d i  à - 15°C. 

- Au sépharose en suspension,  a g i t é  p a r  un mélangeur en v e r r e  f i x é  

à un r o t o r  à une v i t e s s e  v a r i a b l e ,  on a j o u t e  l a  s o l u t i o n  de B r C N  ( 7 l i l  

d e  BrCN dans 1 m l  d ' acé tone  pure) .  

- En r e f r o i d i s s a n t  e t  en a g i t a n t  vigoureusement on a j o u t e  à - 1 5 " ~  

l a  s o l u t i o n  de  t r i é thy lamine  (TEA) marquée (14 ~1 d i l u é s  dans 1 m l  

d 'acétone à 60 X, s o i t  un rappor t  mo la i r e  CNBr/TEA 1 : 1,5)  g o u t t e  à 

gout te  s u r  une pé r iode  de 2 minutes ,  p u i s  t o u t  l e  mélange e s t  rapidement 

v e r s é  dans 100 m l  de  l i q u i d e  de lavage g l a c é  ( a c é t o n e / ~ c l  0,l N, 1 : 1 ) .  



Le g e l  e s t  e n s u i t e  lavé  s u r  f r i t t é  par  

- acétone 60 % 0°C 50 m l  

- Acétone 30 % 0°C 50 m l  

- H20 4°C 50 m l  

Le g e l  e s t  r e c u e i l l i  e t  ve r sé  dans dn f lacon à bouchon à v i s  contenant 

l e s  10 m l  du mi l i eu  de couplage à 4°C. 

+ - Dosage des ions CN et des fonct ions  cyanate portées par  

l e s  g e l s  a c t i v é s  au BrCN.  

- Acide diméthy lba rb i tu r ique  

r e c r i s t a l l i s é  dans l ' eau  u l t r a  pure 500 mg 

- Eau u l t r a  pure 5 m l  

- Pyridine fraîchement d i s t i l l é e  45 m l  

Ce r é a c t i f  e s t  à préparer  extemporanément c a r  il j a u n i t  même s i  

on l e  conserve à - 20°C. 

Po6ag e 

A 0,5 m l  de  ge l  humide fraîchement a c t i v é ,  l avé  e t  mesuré à 

l a  ser ingue ( s o i t  environ 20 mg de ge l  sec)  on a jou te  5 m l  de 

r é a c t i f  e t  l ' on  met au bain-marie à 40°C dans un tube à bouchon à 

v i s  pendant 25 minutes sous a g i t a t i o n .  Après f i l t r a t i o n  e t  d i l u t i o n  

on e f f e c t u e  l e  dosage à 588 nm contre  un témoin contenant du g e l  non 

a c t i v é  e t  placé dans l e s  mêmes condit ions.  Le c o e f f i c i e n t  d ' e x t i n c t i o n  

molaire = 137 000 e s t  u t i l i s é  pour l e  c a l c u l .  

N.B.- Ce dosage e s t  à f a i r e  dans l ' heure  qui  s u i t  l a  réac t ion  d ' a c t i -  - 
va t ion  c a r  l e s  fonct ions  cyanates sont peu s t a b l e s  s u r t o u t  à pH 

a l c a l  in .  1 
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