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INTRODUCTION 



La prolact ine (PRL) a été découverte en  1928 p a r  STRICKER e t  

GRUETER qui ont  démontré que des ext ra i ts  hypophysaires étaient capa- 

b les d ' induire le développement e t  la dif férenciat ion du t i ssu  mammaire de 

lapine. Cette hormone a depuis été pur i f iée à pa r t i r  d'hypophyses de 

nombreuses espèces animales. Sa s t ruc tu re  est assez bien précisée : c'est 

un polypeptide formé d'environ 200 acides aminés (198 p o u r  la prolact ine 

humaine) qui comporte 3 ponts disul fures dont  l'un situé au milieu de  la 

mofécule, es t  essentiel à l 'activité lactogène (Figure 1). Récemment, il a 

é té  démontré l 'existence d'une forme glycosylée de la PRL dont o n  ignore 

encore l 'éventuel r61e physiologique (LEWIS e t  coll., 1984, 1985 ; MEURIS 

e t  coll., 1985 ; PAN KOV e t  coll., 1986). 

La prolact ine dér i ve ra i t  du même gène ancestral que les hormones de 

croissance e t  les hormones lactogènes placentaires (FONTAINE, 1984). En 

effet, sa s t ruc tu re  es t  assez proche de celle de ces hormones. L'hormone 

de  croissance e t  l'hormone lactogène placentaire ne possèdent pas néan- 

moins un troisième p o n t  d isu l fure  dans la par t ie  NH2 terminale. 

Plus d e  85 fonctions bidogiques de la PRL on t  été décrites chez les 

vertébrés, notamment son implication dans la fonction de  reproduct ion 

(.NICOi-L e t  BERN, 1972 ; THEINTZ e t  coll., 1984, RUSSEL e t  coll., 1984, 

1985). Un r61e physiologique bien connu de cet te hormone est  le cont rô le  

du fonctionnement de la glande mammaire normale, el le ag i t  à la fois s u r  la 

mu1 t ipl icat ion (mammogenèse) e t  s u r  la d i f férenciat ion (lactogenése) des 

cellules épithéliales mammaires (TOPPER e t  FREEMAN, 1980 ; DJIANE et  

coll., 1982). Selon les espéces, elle es t  capable d'agir seule o u  en synerg ie  

avec les glucocorticoldes, l'hormone de  croissance, la thy rox ine  e t  la  tri- 

iodothyronine (Figure 2). 



Figure 1 - La structure da k pmlsctina ovine d4apr&s LI (1974) 

L proiacttns humdm partage environ 70 % @ack*r aminas en aiaaun 
avec h prohctin. ovine. Elfe ne partage qw 26 $ d'acides unina. an 
ûoaimun avec I*hwarone de croisoarke humaine. 
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Figure 2 - Schéma général du contrdle hormonal de la glande 

mammaire normale 



Dans la glande mammaire, la PRL exerce une action à la fois s u r  la 

prolifération e t  la différenciation cellulaire (Figure 3 ) .  Elle contrôle l'ex- 

pression des gènes des protéines du lait en augmentant leur taux de 

transcription ainsi que la stabilité e t  la traduction des ARN-messagers 

correspondants (HOUDEBINE et  coll., 1982). Par ailfeurs, certaines études 

récentes suggèrent qu'un facteur de croissance de type somatomédine : la 

"synlactineft pourrai t  être, au moins partiellement, le médiateur de l'action 

mitogène de la prolactine (ANDERSON e t  coll., 1983 ; MITTRA, 1984). 

Les hormones polypeptidiques exercent leur action cellulaire en se 

fixant sur  des récepteurs spécifiques situés à la surface des cellules 

cibles. Ces récepteurs sont des protéines ou des glycoprotéines incluses 

dans la membrane plasmique et  sont de taille plus importante e t  de nature 

p lus complexe que les hormones elles-mêmes. Du point de vue fonctionnel, 

un rbcepteur comporte au moins deux éléments fondamentaux : un site 

receveur ou de reconnaissance auquel se l ie l'hormone et  un site exécut i f  

qui peut interagir  par  un mécanisme de couplage, ou transduction, avec un 

amplificateur membranaire. L'amplificateur induira la formation d'un "deu- 

xième messager" intracellulaire dont l 'effet peut se produire à différents 

niveaux cellulaires depuis la modulation de l'activité des enzymes cyto- 

plasmiques jusqu'à la régulation de la transcript ion e t  la synthèse d'ADN. 

Deux messagers intracellulaires sont bien décrits : I'AMP cyclique, qui est 

le messager par  exemple des hormones gonadotropes, e t  I'inositol tr iphos- 

phate qui, avec le calcium e t  I'atcalinisation du cytosol, est le messager de 

certains facteurs de croissance (MARX, 1984). Le récepteur de I'ECF 

(Epidermal Growth Factor) (CARPENTER, 1983) e t  le récepteur de l'insu- 

l ine (KAHN et  coll., 1983) sont des récepteurs qui ont une activité tyro-  

sine kinase intr inséque ; le récepteur de I'ECF (et peut-être celui  de 
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Figure 3 - Représentation schématique des mécanismes assurant 1 
la reconnaissance e t  le transfert de la stimulation de la PRL dans 1 
la cellule mammaire (d'après JP. PEYRAT, Doctorat dtEtat, 1985) 1 

La PRL s'associe à un récepteur spécifique situé au niveau de la mem- 

brane plasmique des cellules épithéliales mammaires. Les récepteurs 

s'agrégent entre eux e t  sont progressivement enfermés dans une vésicuie 

d'endocytose qui va (peut-être aprés une étape golgienne où une par t ie  

des récepteurs se trouvent recyclés) fusionner avec les lysosomes où les 

complexes hormones-récepteur seront dégradés. 



l ' insuline aurai t  l 'apt i tude de phosphoryler ( inh iber )  une l ipocort ine in- 

h ib i t r ice  de la phospholipase A2 e t  donc de favoriser la synthèse des 
I 

prostaglandines qui stimuleraient notamment la product ion d'AMP cycl ique. 

Les récepteurs de  la prolact ine (R-PRL) présentent des propr ié tés  

communes à tous les types de récepteurs hormonaux. Leurs caractéris- 

t iques dans la glande mammaire de lapine ont  été analysées en détai l  p a r  

SHlU e t  FRIESEN (1974b). Les récepteurs possèdant une for te  a f f in i té  

9 
pou r  la PRL (Ka > 10 M-') sont en nombre l imité e t  l eu r  spécificité ne  

s'exerce que  vis-à-vis de  l'ensemble des hormones lactogènes. 

Comme pou r  la p l upa r t  des récepteurs des hormones polypeptidiques, 1 
la liaison hormone-récepteur n'est pas complètement réversib le e t  o n  do i t  

1 

imaginer un processus d' interact ion en plusieurs étapes tendant à aug- i 
menter la cohésion du système au cours de l'association (KELLY e t  colt., i 
1980; VAN DER GUGTEN e t  coll., 1980). Schématiquement, l ' interact ion 

pour ra i t  avo i r  la forme suivante : 

Après la l iaison de  la PRL au récepteur membranaire, les complexes 

s'agrdgent pu is  sont  internal isés dans des vésicules d'endocytose d i tes  

"coated pitsl' ou  vésicules hérissées (F igure 3). Ces vésicules von t  fu- 

sionner avec les lysosomes o ù  les complexes l'hormone-récepteurt' seront  

dégradés complètement (DJIANE e t  coll., 1980 ; SHlU e t  FRIESEN, 1980 ; 

POSNER e t  coll., 1982). D'autre part ,  les R-PRL possédent une  demi-vie i 
très b rève  (KELLY e t  coll., 1975 ; DJIANE e t  coll., 1982) et, p a r  voie de  

conséquence, i l s  doivent  ê t r e  synthétisés en permanence ; leur  présence 

est  donc essentiellement détectée au niveau des membranes cel lulaires soit  



dans les membranes golgiennes après leur synthèse soit dans les membra- 

nes de vésicules d'endocytose. On estime que 20 à 30 % d'entre e u x  sont 

situés au niveau de la membrane plasmique de la cellule c ib le  (BERGERON 

e t  coll., 1978 ; POSNER e t  coll., 1979 ; DJIANE et  coll., 1981a). La PRL 

provoque donc I ' internal isat ion de son récepteur e t  lorsqu'on augmente les 

concentrations de cet te  hormone, le processus d'internalisa t ion es t  rapi- 

dement activé, ce qui condui t  à une diminution des récepteurs disponibles 

pou r  l'hormone c i rcu lante  e t  une modulation de l'action hormonale. Cette 

régulat ion négative à cou r t  terme ("down-regulation") , phénomène généra- 

lement observé avec les hormones polypeptidiques, est un processus rapide 

e t  réversib le (DJIANE e t  coll., 1979 ; KELLY e t  coll., 1979). A des con- 

centrat ions supraphysiologiques, on  observe une dispar i t ion complète des 

récepteurs membranaires, ce qui correspond à une désensibilisation corn- 

p lète de la cellule. La concentrat ion de  ces récepteurs à un moment donné 

n'est pas seulement le  résul tat  de ce processus ("down-regulation") mais . 

aussi d'un e f fe t  à long terme de stimulation p a r  la PRL de  la synthèse de 

ses propres récepteurs (DJIANE e t  coll., 1977 ; POSNER e t  coll., 1979). 

Cette régulat ion pos i t ive  indu i te  p a r  la prolact ine su r  ses propres récep- 

teu rs  est  un phénomène lent  e t  stable qui semble l ié au  développement 

important du rhseau membranaire intracel lulaire au cours de  la d i f féren- 

c iat ion du t issu mammaire (DEVINOY e t  coll., 1979). Les voies d'act ion 

cel lu la i re de la prolact ine après sa l iaison demeurent inconnues ; il a été 

démontré en déf in i t ive  que  les messagers intracel lulaires ne  sont ni I'AMP 

cyc l ique ni I ' inositol t r iphosphate (vo i r  supra) mais il se pour ra i t  q u e  la 

PRL agisse p a r  un mécanisme semblable à celui de  l ' insuline (MATUSIK et  

ROSEN, 1980 ; KELLY e t  coll., 1984 ; HOUDEBINE et  coll., 1985). Les 

processus d' internal isat ion ne semblent pas nécessaires à l'action hor -  

monale. La colchicine inh ibe  cet te act ion en laissant se dérouler  la régu-  

lat ion négative des récepteurs (HOUDEBINE e t  DJIANE, 1980 ; SERVELY e t  



coll., 1982) alors qu' iriversemen t les agents lysosomotropes ( NHiICI, chloro- 

quine) qui inhibent la régulat ion négative, n'altèrent en r ien  la réponse 

des cellules mammaires à une stimulation par  la PRL. L'ut i l isat ion des 

anticorps anti-R-PRL étaye cette hypothèse puisque ces anticorps, qui ne 

pénètrent pas dans la cellule, possèdent des propriétés prolactino-rniméti- 

ques (DJIANE et  coll., 1981b). De plus, l 'uti l isation de  ces ant icorps 

montre la nécessité d'un l igand divalent pour  indu i re  l'effet hormonal 

(DUSANTER-FOURT e t  coll., 1984). 

Récemment, le clonage des R-PRL a été réalisé à p a r t i r  de foie de r a t  

(BOUTIN e t  coll., 1988), il est en cours pou r  la glande mammaire e t  ceci 

permettra une  connaissance p lus  approfondie de sa s t ruc tu re  e t  d e  son 

mode de fonctionnement . 

Le rôle de  la PRL dans les cancers mammaires expérimentaux a fa i t  

l 'objet de revues générales t rés  documentées (MEITES, 1972, 1979, 1980 ; 

NAGASAWA e t  coll., 1973 ; KIM e t  FURTH, 1976 ; WELSH, 1976 ; WELSH 

et  NACASAWA, 1977 ; BLANKENSTEIN e t  coll., 1984). La PRL a g i t  au 

moment de l ' induction pu is  s u r  la croissance tumorale chez le r a t .  La 

présence de K-PRL dans les tumeurs mammaires de ra t  a été mise en 

évidence pa r  TURKINCTON (1974). De nombreuses études o n t  pa r  la suite 

confirmé ces observations (COSTLOW e t  Mc GUIRE, 1978 ; TURCOT-LEMAY 

e t  KELLY, 1980). La f ixa t ion de la PRL est  p lus  importante dans  les 

tumeurs dont la croissance est  stimulée pa r  la PRL (KELLY e t  coll., 1979). 

Pour certains auteurs (COSTLOW e t  coll., 1974, 1976 ; DE SOMBRE e t  

coll., 1976), il semble q u e  l'on puisse établ i r  un l ien ent re  la présence de  

ces récepteurs de  la PRL e t  la dépendance de  la tumeur vis-à-vis d e  I 'hor- 

rnone. Le taux d e  récepteurs pou r ra i t  ind iquer  le degré de sensibi l i té de  la 

tumeur à la prolact ine (KELLY e t  coll., 1974). 



Le r61e de la PRL dans les cancers du sein humain n'a pas encore été 

bien établ i  (NAGASAWA, 1979 ; BONNETERRE e t  coll., 1985). La PRL 

pourra i t  jouer u n  rô le  soit dans l ' induction soit dans la croissance des can- 

cers du sein. La mise en évidence des R-PRL dans les cancers du sein de 

la femme ainsi que la démonstration de la sensibil ité à la PRL de ces tu- 

meurs donnent u n  regain d ' intérêt  à l'étude des relations prolactine-can- 

cers du sein (BONNETERRE et  coll., 1985). 

En effet, des R-PRL on t  été détectés dans les cancers du sein en 

cu l tu re  (SHIU, 1979 ; MURPHY et  coll., 1984b) ou après biopsie dans 50 à 

70 % des cas (PEYRAT e t  coll., 1981 ; BONNETERRE et  coll., 1982). La 

caractérisation de ces récepteurs dans ces tumeurs montre que ceux-ci 

sont spécifiques des hormones lactogènes (PEYRAT et  coll., 1984a). Par 

ailleurs, s u r  le p lan clinique, les R-PRL présentent un in térêt  pronostique 

s u r  la su rv ie  sans récidive (BONNETERRE et  coll., 1987). 

In vivo, la PRL est capable de stimuler la prol i férat ion cel lulaire de 

certains cancers du sein en cu l tu re  organotypique ou primaire (WELSH et  

NACASAWA, 1977 ; KLEVJER-ANDERSON e t  CASE-BUEHRING, 1980 ; 

MALARKEY e t  coll., 1983 ; PEYRAT e t  coll., 1984b ; SIMON e t  coll., 

1985; MANNI et coll., 1986). La PRL peu t  aussi ê t re  impliquée dans la 

dif férenciat ion des cellules de cancer du sein puisqu'elle stimule la pro- 

duct ion de  protéines spécifiques (SHIU e t  IWASIOW, 1985), e t  en part icu- 

l i e r  l'alpha-lactalbumine (KLEINBERG ET TODD, 1978). L'existence d'une 

corrélat ion ent re  R-PRL e t  récepteurs d'oestrogénes d'une p a r t  e t  entre 

R-PRL e t  récepteurs de la progestérone d'autre p a r t  a été mise e n  évi- 

dence (BONNETERRE e t  coll., 1982, 1986 ; MURPHY e t  coll., 1984b). 



Mais les R-PRL dans les cancers du sein ne semblent ê t r e  que part ie l -  

lement fonctionnels ; en ef fe t  la PRL n'est capable d ' induire comme dans 

les conditions normales la synthèse d'alpha-lactalbumine que  dans 27 % des 

tumeurs (PEYRAT e t  coll., 1986). De même la PRL ne stimule la synthèse 

d'ADN que dans 16 % des cas (PEY RAT e t  coll., 1984b). 

Enfin, il a été démontré que la PRL n'était pas capable d ' indu i re  la 

régulat ion négative de son p ropre  récepteur in v i v o  chez les patientes 

opérées (PEYRAT e t  coll., 1984c) comme in v i v o  dans les l ignées de  

cellules de cancer du sein MCF-7 e t  T47-D (LEROY-MARTIN e t  coll., 

1987). 

L'objectif de not re  t rava i l  est donc de mieux caractériser les R-PRL 

dans les cancers du sein en  ut i l isant  une lignée de cellules épithéliales 

cancéreuses mammaires humaines en cu l tu re  r iches e n  R-PRL (T47-D) . Les 

caractérist iques de liaison aux  hormones lactogènes (hormone de croissance 

e t  prolact ine humaines), biochimiques (électrophorétiques, chromatogra- 

phiques, hydrodynamiques.. .) sont déterminées a f in  de mettre en évidence 

des éventuelles différences avec les R-PRL d e  la glande mammaire normale 

qui exp l iquera i t  le fonctionnement des R-PRL tumoraux. Par ail leurs, le  

résu l ta t  c l in ique essentiel qu'est la démonstration de la valeur pronost ique 

de  ces récepteurs nous a inc i té  à mettre au po in t  un dosage radio- o u  

enzymo-immunologique des R-PRL, p l us  sensible que  les techniques actu- 

elles, qui pou r ra i t  ê t re  facilement ut i l isable pa r  des laboratoires de biologie 

cl inique. Pour se faire, nous avons préparé des ant icorps d i r igés con t re  

les R-PRL humains en u t i l i sant  en  par t icu l ie r  l 'approche anti- idiotypique. 



MATERIEL ET METHODES 



11 

I - CARACTERISATION DES RECEPTEURS DE LA PROLACTINE 

1. HORMONES ET PRODUITS UTILISES 

Le RPMl 1640, l e  sérum de veau foetal (SVF), la glutamine, la strepto- 

mycine, la pénicilline, la kanamycine on t  été fournis pa r  Seromed (BIO- 

PRO, Mulhouse, France). L'insuline bovine prov ient  de la Société Sigma 

(St-Louis, MO). Les hormones suivantes nous on t  été fournies p a r  le 

National l ns t i tu te  o f  Ar thr i t i s ,  Diabetes & Digestive & Kidney Diseases 

(NIADDK) , Baltimore, Maryland, USA : 

- La prolact ine ov ine (oPRL ; NIADDK-oPRL-18 ; 30 U l  /mg), 

- la prolact ine humaine (hPRL ; NPA - batch hPRL 5 ; AFP-1582 C), 

- l'hormone de croissance humaine (hGH ; NIAMDD-hGH-1-1 AFP-4793 B; 

30 Ul lmg) ,  

- la  prolact ine porc ine (pPRL ; USDA-pPRL-B-1 ; AFP 5000 ; 11 1 U I  1 

mg), 

- la prolact ine bovine (bPRL ; USDA-bPRL-B-1 ; AFP 5300 ; 13 U l lmg ) ,  

- l'hormone lactogène placentaire humaine (hPL  ; NIADDK-hPL), 

- l'hormone de  croissance ovine (oCH ; NIADDK-oGH-14 ; AFP-7649 C ; 

1.9 Ul lmg) ,  

- l'hormone de  croissance bovine (bCH ; USDA-bGH-B-1) e t  gonadotro- 

phine chor ionique humaine (hCG ; N I  H-batch-CR-121 ; 13,45 U l  /mg). 

L' insul ine bovine e t  porc ine (b,plNS, SIGMA ; 25,6 U I  /mg) est aussi  

uti l isée. La hCH a été fournie aussi pa r  le  Professeur DRAY de l ' I ns t i tu t  

Pasteur d e  Paris ; ainsi  que  la hPRL (PYO II) p a r  le Laboratoire de  

Neuroendocrinologie Expérimentale de  Marseille. Les sérums anti- 

prolact ine humaine (71-75) avaient été obtenus à Marseille, dans le  

Laboratoire de Neuroendocrinologie Expérimentale (Docteur PELLlGR I N 1, 

Professeur JACQUET). 



2. CULTURE DES CELLULES EPlTHELl ALES MAMMAIRES CANCE- 

REUSES 

Le milieu u t i l i sé  pour  la cu l tu re  des cellules T47-D est  le KPMl 1640 

di lué au  1 IlOème e t  contient de la streptomycine (25 big/ ml), de la péni- 

ci l l ine (25 Ulml),  de la kanamycine (50 pg/ml) ,  de l ' insul ine bovine (0,6 

~ i g l m l ) ,  de  la L-glutamine (2 mM) , du bicarbonate (7,s %) , de Ithepes (20 

mM) e t  du SVF (10 %). 

La fignée T47-0 (clone 11, passage 57) nous a été donnée p a r  le 

Professeur ROCHEFORT (Montpellier, France) . El le est cult ivée e n  mono- 

couche dans des flacons de cu l tu re  (NUNC, 175 cm2/800 ml) contenant 50 

ml du milieu, dans une  étuve à 37O C. Les cellules sont récupérées par  

t rypsin isat ion (10 minutes) en ajoutant dans chaque boîte vidée de son 

milieu de  cu l t u re  2,s ml d'une solution de  t ryps ine 0,05 % EDTA 0,02 % 

(Seromed, Biopro) . Une fois les cellules décollées, l'enzyme est b loqué par  

2,s ml de  milieu de  cu l t u re  contenant 10 % de  SVF. 

3. PREPARATION DES MICROSOMES 

Pour p répare r  les membranes, les cellules confluentes sont lavées 2 

fois avec du tampon TRIS 25 mM-MgCI2 10 mM - PMSF 1 mM (phényl-mé- 

4hyl-sulfonyl-fiuoride, PI ERCE) -azide de sodium 0,02 %, p H  7.6 (tampon 

TRIS-PMSF) . Elles sont  récupérées p a r  gra t tage mécanique, centr i fugées à 

750 g, 4OC pendant 10 minutes. Le culot  cellulaire obtenu est mis en 

suspension dans du tampon TRIS-PMSF, pu i s  homogénéisé dans la glace à 

l'aide d'un po t te r  e n  verre.  Lahomogénat sub i t  une u l t racent r i fugat ion à 

105 000 g ,  4OC pendant 60 minutes. Le cu lo t  membranaire obtenu est r ep r i s  

e n  tampon TRIS-PMSF en homogénéisant avec un po t te r  v e r r e  téflon. Les 



concentrations en protéines sont déterminées pa r  la méthode de LOWRY 

(1951) en ut i l isant  une  gamme standard de sérum albumine bovine (BSA). 

Les microsomes ainsi obtenus sont conservés à -20°C. 

4. MARQUAGE DES HORMONES A L'IODE 125 

L'hormone de croissance humaine (hGH) e t  la prolact ine humaine 

(hPRL) sont iodées p a r  l i1251~a (CEA) selon la méthode de  HUNTER et 

GREENWOOD (1962). mais en ut i l isant  de p lus  faibles concentrat ions de 

chioramine T (1  pg p o u r  10 pg d'hormone) (KELLY et coll., 1979). Avant 

iodination, la hPRL es t  tamponnée pa r  le tampon phosphate 100 mM, pH  

7,4. La séparation en t re  l'hormone marquée e t  l'iode l i b re  est  effectuée pa r  

chromatographie su r  U l t r q e l  AcA 54 ( IBF)  e n  tampon TRIS 25 mM, MgCl2 

10 mM, p H  7,6, BSA 0,l % (albumine bovine, fraction V, SIGMA). L'hor- 

mone présente une radioact iv i té spécifique de l 'ordre de 70 pC i / pg  (PEY- 

RAT e t  coll., 1984a). 

S. SOLUBI LISATION DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES 

La technique classique de solubil isation des R-PRL es t  basée su r  

l l 'ut i l isat ion du Tr i ton  X-100 (SHIU e t  FRIESEN, 1974a ; DJIANE e t  coil., 

1981a ; HAEUPTLE e t  coll., 1983 ; KATOH e t  coll., 1984). Mais ce déter-  

gen t  neutre, p e u  sélectif, provoque une  agrégation des mo~écules d e  PRL, 

in terd isant  son ut i l isat ion comme iigmd en chromatographie d'aff ini té e t  

comme traceur pou r  la caractérisat ion des R-PRL ainsi solubilisés (SHIU et 

F R I  ESEN, 1974a) . Cette technique nécessite obligatoirement l 'ut i l isat ion de  

I'hGH au  cours  des étapes ul tér ieures de pur i f ica t ion (KELLY e t  coll., 

1974; PARKE e t  FORSYTH, 1975 ; HERINGTON e t  VEITH, 1977). 

Pour cet te raison, nous avons aussi u t i l i sé  comme DS. L lSC lA  e t  

KATOH (LISCIA e t  coll., 1982a ; L lSClA  e t  VONDERHAAR, 1982b ; KEL- 



LY e t  coll., 1984) un nouveau détergent Zwitterionique, le CHAPS : 3((3- 

cho1amidopropyl)diméthyl-ammonio)-1-propane sulfonate (HJELMELAND, 

1980; SIMONDS e t  coll., 1980). Ce détergent Zwitterionique ne  possède pas 

les inconvénients présentés p a r  le T r i t on  X-100 ; le CHAPS ne  présente 

aucune interférence avec la prolactine. Après di lut ion pour  obten i r  une 

concentration protéique comprise ent re  1 et  10 mgfml, la préparat ion de 

microsome est  incubée pendant 60 min, à température ambiante e t  sous 

agitation, en présence de CHAPS (S I  CMA) à d i f férentes concentrations, 

pu is  cent r i fugée à 105 000 g, 4OC pendant 60 min. Le surnageant, repré- 

sentant l 'ex t ra i t  solubil isé e t  renfermant les R-PRL solubilisés, es t  con- 

servé à -20°C. 

MESURE DES RECEPTEURS 

61. TEST O€ LIAISON 

A f i n  de mesurer la l iaison de l'hormone de croissance humaine s u r  les 

di f férentes préparations, 400 pg de protéines pour  la f ract ion membranaire 

e t  200 pg (de protéines solubilisées) pou r  les ex t ra i t s  solubilisés, sont 

incubés pendant 18 heures à 20°C, avec l'hormone iodée (200 000 cpm), en 

absence e t  en présence d'un excès de  prolact ine ovine non radioactive (1 

pg) (POSNER e t  coll., 1974 ; SHlU e t  FRIESEN, 1974a,b ; KATOH e t  

coll., 1984 ; PEYRAT e t  coll., 1984a). Le volume f ina l  est  ajusté à 0,s ml 

avec du tampon TR4S 25 mM MgCl2 10 mM - BSA 0,l % - azide de  sodium 

0,02 % - p H  7,4 (tampon BSA) . L'incubation des récepteurs membranaires 

est  ar rê tée p a r  l 'addition de 4 ml  de  tampon TRIS 25 rnM MgC12 10 mM, 

BSA 0,2 %, azide de sodium 0,02 8,  p H  7,4, celle des fract ions solubles 

p a r  préc ip i ta t ion des complexes lthormone-récepteur't à l'aide d'une solution 

à 0,1 % de  gamma-globulines de lapin (CALBIOCHEM) en  tampon phosphate 

0,l M, p H  7,s e t  d'une solut ion de  polyéthylène-glycol à 20 % (PJV) (PEC 



6000, PROLABO) (SHIU e t  FRIESEN, 1974a). Les tubes sont ensuite cen- 

t r i fugés à 3000 g, 4OC pendant 15 min. La radioactivité prksente dans les 

culots ainsi obtenus est  mesurée à l'aide d'uri compteur gamma (1275 Mini- 

gamma, LKB). La liaison spécifique de l'hormone sur les récepteurs est 

déterminée en établissant la dif férence entre la quanti té de radioactivi té 

{iée en  absence e t  en présence d'hormone non radioactive. Toutes les 

mesures sont effectuées en double. 

62. DETERMINATION DU NOMBRE DE SITES ET  DE LA CONS- 

TANTE D'AFFINITE 

La détermination du nombre de sites f ixant  l'hormone de croissance 

humaine (N) ainsi que le calcul de la constante d 'af f in i té de liaison des 

récepeteurs (Ka) sont réalisés selon la méthode de SCATCHARD (1949). 

Pour cela, les récepteurs de  la prolactine sont incubés pendant 18 heures 

à 20°C en présence de quanti tés croissantes d'hormone de croissance 

humaine iodée (de 0,125 à 2 . 1 0 ~  cpm) e t  de quant i té f i x e  de prolact ine 

ov ine non radioactive ( 1  pg l tube) .  Les conditions d'incubation e t  d 'a r rê t  

d e  la réaction sont identiques à celles décrites pou r  les tests de liaison. La 

représentation du rappor t  hormone liée su r  hormone l ib re  (B IF)  en  fonc- 

t ion de l'hormone liée ( B I  donne une droi te de pente négative (-Ka) e t  

d'abscisse à l 'or igine N. 

7. SPECIFICITE DE LIAISON DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES 
\ 

Les récepteurs (200 ou  400 pg de protéines membranaires) sont incu- 

5 bés avec I'hormone iodée (1  ou 2.10 cpm), pendant 18 heures à 2Q°C, en  

absence ou  en présence de concentrations croissantes en différentes hor-  

mones polypeptidiques (de O,1 à 1000 ng l tube)  (hGH, hPRL, oPRL, pPRL, 

bPRL, oCH, bCH, hCG e t  p,blNS). Les conditions d'incubation e t  d 'a r rê t  

de la réaction sont identiques à celles décri tes pour  les tests de liaison. 



Les résultats sont exprimt-s en  pourcentage de  la liaison spécifique maxi- 

male obtenue e n  absence d'hormone non radioactive. 

8. MARQUAGE PAR AFFINITE 

Le marquage p a r  a f f in i té  est une  technique qui, pa r  l ' intermédiaire 

d'agents bifonctionnels, permet la liaison covalente du récepteur e t  de 

l'hormone iodée. Les réact i fs  les p l us  couramment ut i l isés sont le  DSS 

(disuccinimidyl subérate, PIERCE), I'EGS (Ethylène-Glycol-bis(Succinirnidyl 

Subérate) PIERCE) ; tous deux agents homobifonctionnels, e t  le HSAB 

(N-hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoate, PIERCE), agent hétérobifonction- 

ne1 photo-activable (KELLY e t  coll., 1984 ; KATOH e t  coll., 1985 ; SAKAI  

e t  coll., 1985). 

Des microsomes de  cellules T47-D (800 pg)  e t  des ext ra i ts  solubil isés 

pa r  l e  CHAPS à 0,s % (P IV )  (400 pg) sont incubés pendant 15 heures à 

20°C, avec l'hormone de  croissance humaine (800 000 cpm) e n  absence e t  

en  présence de  20 pg d e  prolact ine ovine non radioactive, le volume final 

étant  complété à 1 ml avec du tampon phosphate de sodium 10 mM, pH  7,4 

contenant du MgC12 10 mM, de  la BSA 0,l %, du PMSF 1 mM e t  0,l mglml  

d'inhibiteur de  t ryps ine  ( T r y p s i n  inh ib i to r  from soybean, t ype  Il-S, 10 000 

Ul lmg, SIGMA). 

L'incubation des récepteurs membranaires est  arrêtée p a r  l 'addit ion de 

4 ml de  tampon phosphate de  sodium 10 mM, MgCl2 10 mM, p H  7,4, celle 

des fract ions solubles p a r  précip i tat ion des complexes hormone-récepteurN 

à l'aide d'une solution à 0,1 % de gamma-globulines de lap in  en tampon 

phosphate 0,l M, p H  7,s e t  d'une solut ion de  polyéthylène-glycol à 20 % 

(PIV) .  Les tubes sont ensui te centr i fugés à 3000 g 4OC pendant 15 mi- 

nutes, cette étape de lavage étant  répétée une  seconde fois. le cu lo t  



obtenu est r ep r i s  avec 0,s ml de tampon phosphate de sodium 10 mM, p H  

7,4 auquel sont ajoutés 10 111 d'une solution 25 mM d'EGS (Ethylène-Glycol- 

bis(Succinimidy1 Succinate) PIERCE), solubilisé en diméthyl-sulfoxyde 

(DMSO). Après une incubat ion de  16 min. à O°C, la réaction des récep- 

teurs membranaires est stoppée pa r  I 'addition de 4 ml de tampon TRIS 10 

mM, p H  7,s e t  centr i fugat ion à 3000 g, 4OC pendant 15 minutes ; celle des 

fract ions solubles par  I 'addit ion de 0,15 volume de tampon TRIS 1 M, p H  

7,s. Le culot e t  la f ract ion soluble, rep r i s  dans 50 p l  de tampon TRIS 62 

mM, p H  6,8 SDS 2 % (PIV),  g lycérol  10 % ( v l v ) ,  b leu de bromophénol 

0,02% (PIV), sont resolubil isés p a r  chauffage à 100°C pendant 5 minutes. 

L'anaiyse électrophorétique des di f férents échantillons est effectuée en 

gradient  l inéaire d'acrylamide-SDS (5-15 90) (SAKAI e t  coll., 1985) selon la 

technique décr i te pa r  LAEMMLI ( 1970). Après coloration au  bleu de  Coomas- 

sie (Bleu R250, SERVA), décoloration e t  séchage, le gel  es t  mis a u  contact 

de  fi lms autoradiographiques (KODAK X OMAT SFW, 18 x 24 cm) pendant 7 

à 15 jours à -80°C. Les poids moléculaires des complexes lghormone-récep- 

teur"  sont  déterminés e n  comparant les distances de migrat ion des échan- 

t i l lons p a r  rappor t  à celles obtenues avec les standards (PHARMACIA) 

ut i l isés : phosphorylase b (94 OOO), albumine bovine (67 OOO), ovalbumine 

(43 OOO), anhydrase carbonique (30 OOO), inh ib i teur  de t ryps ine  (20 100) 

e t  alpha-lactalbumine (14 POO). 

9. ETUDE DES RECEPTEURS DE LA PROLACTINE EN GEL FIL- 

TRATION 

L'estimation du poids moléculaire apparent du récepteur solubil isé p a r  

le CHAPS, non occupé p a r  l'hormone de croissance humaine, a été réalisée 1 
p a r  chromatographie d'exclusion s u r  Sépharose 6B. Ce t ype  de ge l  assure 



un fractionnement l inéaire pour  des poids moléculaires compris en t re  

100 000 e t  4 000 000 Da, la l imite d'exclusion se s i tuant  à 4 000 000 Da. 

Grâce à sa s t ruc tu re  t rès  ouver te  e t  à sa porosité très large, le Sépharose 

6B est  ut i l isé pour  la séparation des protéines solubilisées par  le détergent 

(CHAPS) qui, en général, présente des effets su r  la conformation des 

protéines. 

Pour l'étude du récepteur l ibre, des récepteurs membranaires de  

cellules T47-D, solubil isés p a r  le CHAPS ( 2  ml soit  4 mg de  protéines) sont 

déposés s u r  une colonne de Sépharose 6B (Pharmacia), d'un volume de 

97,2 ml (1,4 x 60 cm) e t  préalablement équi l ibrée en tampon TRIS 25 mM, 

MgCl2 10 mM, CHAPS 1 mM, PMSF 1 mM, azide de sodium 0,02 05, pH 7,4. 

Su r  chacune des fract ions obtenues (100 x 1 ml), après élution avec le 

tampon pré-cité, un test  de  l iaison est réalisé en incubant 100 p l  de I 'éluat 

avec 200 000 cpm d'hormone de croissance humaine iodée en  absence e t  en  

présence d l1  pg de prolact ine ovine non radioactive. Le volume d'exclusion 

(Vo) de la colonne es t  déterminé avec une solut ion de b l eu  dex t ran  2000 

(Pharmacia) . 

10. ETUDE CHROMATOCRAPHIQUE DES RECEPTEURS SOLUBILISES 

EN HPLC 

L'étude a été rbalisée e n  ge l  de  perméation, à l'aide de  3 colonnes en  

sér ie : TSK C 4000 SW (7,s mm x 60 cm, LKB), Protein PAK 300 SW (7,s 

mm x 30 cm, Waters) e t  Protein PAK 125 (7,8 mm x 30 cm, Waters) per -  

mettant respectivement un fractionnement l inéaire de protéines des poids 

moléculaires al lant de 5000 à 1 000 000 Da, de 10 000 à 400 000 Da e t  de  

2 000 à 80 000 Da. Il a été indispensable d 'ut i l iser  ces 3 colonnes ensemble 

pou r  assurer  un bon fractionnement du récepteur solubil isé pa r  le T r i t o n  



X-100 dans la zone de  poids nioléculaire intéressée. Aucune conclusion n'a 

pu êt re  t i rée des p ro f i l s  d'élution obtenus avec le récepteur solubil isé par  

le  CHAPS, car  il s'est avéré impossible de ca l ibrer  les colonnes. E n  pré- 

sence de CHAPS, les d i f férents  standards de poids moléculaire (Pharmacia) 

ut i l isés sortent  en même temps. II semble que le  CHAPS interfère avec le 

support  des colonnes, soit  en  provoquant I'agréga t ion des protéines, soit 

en  modifiant le pouvoi r  de séparation du gel. La gel  f i l t rat ion est effectuée 

à l'aide d'une pompe Beckman llOA, d'un in jecteur universel Waters UGK, 

d'un détecteur LKB rég lé  à 280 nm. Les t ro is  colonnes sont connectées en 

série e t  plongées dans un bain  de glace. Elles sont équil ibrées dans le 

tampon borate de  sodium 0,l M, NaCl 0,2 M, T r i t on  X-100 0,1 %, PMSF 0,2 

mM, azide de sodium 0,02 %, p H  7,4. Le déb i t  de la pompe est de 0,5 

mlfminute. Le récepteur solubilisé p a r  le T r i ton  X-100 à 1 % (0,2 m l  soit 

1,s mg de protéines) est injecté dans la colonne et  l'on recueil le des 

fractions de 0,s ml. Des fract ions aliquotes de 100 pl sont prises p o u r  le 

tes t  de l iaison réalisé en  incubant avec 200 000 cpm d'hormone de crois-  

sance humaine iodée e n  absence e t  en  présence d l1  p g  de prolact ine ov ine 

non radioactive, 

Les standards (Pharmacia) ut i l isés pour  la détermination des po ids 

molku la i res  sont : thyrog lobu l ine (669 OOO), f e r r i t i ne  (440 OOO), catalase 

(232 000) , aldolase (1 58 000) , sérumalbumine bovine (67 OOO), ovalbumine 

(43 OOO), chymotrypsinogène (25 000) e t  ribonucléase (13 700). Le volume 

d'exclusion des colonnes est  mesuré à I'aide d'une solution de  b leu  Dex t ran  

2000 e t  le volume total  p a r  l'iode 125 radioacti f .  



11. ETUDE DES RECEPTEURS DE LA PROLACTINE EN GRADIENT 

DE SACCHAROSE 

La vitesse à laquelle une macromolécule sédimente est caractérisée 

p a r  son coefficient de sédimentation S, défini  comme étant  la vi tesse de 

sédimentation pa r  un i t é  de champ de  forces. 

o ù  drldt est la vi tesse à l ' instant t 

e t  r est la distance de la macromolécule à l'axe de rotat ion du ro to r  

à I ' instant t 
N 

w = 2 . I r . ,  

w est la vitesse angulai re de rotat ion 

N est la vitesse e n  tours  p a r  minute 

Le coefficient de  sédimentation S est exprimé en  unités Svedberg. 

Une un i t é  Svedberg = 1 S = 1 0 - l ~  uni tés cgs. 

Le grad ient  l inéaire de saccharose de 5 à 20 % ( p l v )  réalise un milieu 

d e  centr i fugat ion où la vitesse d e  sédimentation des macromolécules est 

indépendante du temps de  centr i fugat ion.  

Le moyen le p l u s  simple de mesurer le  coefficient de  sédimentation 

d'une macromolécule inconnue consiste à cent r i fuger  celle-ci e n  présence de 

macromolécules de même nature don t  le coeff icient de sédimentation est 

connu. 



A u  fur e t  à mesure que les macromolécules sédimentent, elles tra- 

versent des zones o ù  la densité, la viscosité du milieu ainsi que l ' intensité 

du champ de  forces w 2 . r  augmentent ; on en dédui t  que  leur vi tesse de 

sédimentation n'est pas nécessairement constante e t  que la grandeur  direc- 

tement mesurée lo rs  de la centr i fugat ion est  la distance r parcourue pa r  la 

zone de macromolécules pendant la durée t de la centr i fugation sous forme 

d'une vitesse moyenne A r 1 A t. 

o ù  17 est l e  nombre total de  fract ions collectées après la centr i fugat ion et  
O 

" 2  sont  les fract ions où  les concentrations, respectivement de la 

macromolécule inconnue e t  de la macromolécule connue, sont maximales. 

s20, w 
représente le coeff icient de sédimentation, constante caracté- 

r i s t ique  de  chaque espèce de macromolécule, que l'on aura i t  à +20°C avec 

Peau (w) comme milieu : 

o ù  ri 
T, m 

est  la viscosité du milieu de  centr i fugat ion m à la température T 

n20, 0 
es t  la viscosité de  I'eau à +20°C (0,010002 g.cm) 

t 1  -   PI^,^ est le terme de f lottaison dans le  milieu de cent r i fugat ion m 

à la température T 

( 1  - c ~ ) ~ ~ , ~  est le terme de f lottaison dans l'eau w à la température d e  

'T, m est le coeff icient de sédimentation de  la macromolécule dans le 

milieu de  cent r i fugat ion m à la température T. 



Les gradients de saccharose linéaires 5-20 % ( p / v )  sont préparés en 

tampon TRIS 25 mM, MgCI2 10 mM, PklSF 1 mM, CHAPS 1 mM, p H  7,4 à 

l'aide d'un formeur de gradient  à deux chambres cyl indriques e t  coulés 

dans des tubes en polyallomère de 4,4 ml. 

Les échantil lons (200 p l )  : récepteur solubil isé par  le CHAPS (700 119) 

et  les témoins de poids moléculaire (Pharmacia) sont déposés s u r  ces 

gradients e t  les tubes sont centr i fugés à 55 000 rpm et  à 4OC pendant 17 

.heures dans un ro to r  SW60 (Beckman). Des fract ions de 200 pl sont co lbc-  

tées après perçage du tube. Sur  chacune des fractions obtenues (25 

fractions), la concentrat ion e n  protéines, pour  les témoins de poids molé- 

culaire, est  déterminée en  mesurant la densité opt ique à 280 nm e t  un test  

de liaison, p o u r  le récepteur solubilisé fractionné, est réalisé en incubant 

100 pl de  f ract ion avec 200 000 cpm d'hormone de croissance humaine iodée 

en absence e t  e n  présence d l 1  pg de prolact ine ov ine non radioactive. 

12. PURlFICATiON DES RECEPTEURS DE LA  PROLACTINE PAR 

CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

121. PREPARATION DU GEL DE CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

Cette technique a pour  but de f i xe r  l e  l igand (hormone de croissance 

humaine) s u r  un suppor t  solide. Pour cela est u t i l i sé  I'Affi-Gel-10 (N-hy- 

droxysuccinimide ester  de  3,3'-diaminodipropylaminosuccinyi-agarose, 

810-RAD). A un p H  convenable (de 6,5 à 8,5), ce  gel  possède des grou-  

pements N-hydroxysuccinimides pouvant ê t r e  facilement déplacés p a r  des 

fonctions amines pr imaires du ligand. Ce dern ier  se t rouve alors f i x é  s u r  

le gel p a r  des liaisons amides stables. L'hormone de  croissance humaine (10 

mg), préalablement solubi l isé dans 10 ml de  tampon NaHC03 0.1 M. p H  8.0 



est ajoutée à 40 ml de  tampon NaHC03 0.1 M contenant 1 g d'Affi-gel 10. 

Après une incubation d e  18 heures à 4 O C  sous agitation, la réaction de 

couplage est arrêtée p a r  l 'addition de 3 ml d'une solution de g lyc ine 1 M 

en tampon NaHCO 0,1 M, ceci a f in  de bloquer les sites l ib res éventuels. 3 

Le l igand non f ixé est  éliminé p a r  plusieurs lavages successifs réalisés à 

l'aide d'ur6e 8 M et de  guanidine HCI 4 M. Le gel  est conservé à 4OC en 

tampon NaHC03 O, 1 M. azide de sodium 0,03 %. 

Lors de son uti l isation, I rAf f i -gel  10 auquel est  couplée l'hormone est 

équi l ibré avec un tainpon borate de  sodium 0,1 M, CHAPS 1 mM, PMSF 1 

mM, aride de sodium 0,02 %, p H  7,4 (tampon borate, CHAPS) . 

122. PURIFICATION DES RECEPTEURS DE LA PROLACTINE PAR 

CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE, A L'AIDE D'HORMONE DE 

CROISSANCE HUMAINE 

Les récepteurs, solubil isés p a r  le  CHAPS, sont dilués avec un tampon 

TRIS-PMSF contenant du MgCl2 10 mM a f in  d'abaisser la concentration 

finale de CHAPS à 1,62 mM e t  de t ravai l ler  en présence de MgC12 10 mM. 

Ces deux conditions sont nécessaires pour  rendre  optimale la liaison en t re  

l'hormone e t  le  récepteur. Cette préparat ion init iale (environ 300 ml) est  

passée su r  la colonne d8Aff i -gel  10 (2,2 x 30 cm) auquel est  couplée I1hor- 

mone. Le passage sur  la colonne est  effectue à 20°C, à I'aide d'une pompe 

pér ista l t ique (Gilson) assurant un déb i t  d'environ 15 m l  p a r  heu re  e t  

du ran t  une v ingtaine d'heures ; le  réservoir  d'alimentation ainsi  que 

l 'eff luent sont maintenus à +4OC. 

Aprés passage des récepteurs solubilisés s u r  la colonne, le gel  sub i t  

dif férents lavages pa r  l 'équivalent de 10 volumes de ge l  de tampon borate- 



CHAPS, un volume de NaCl 1 M en tampon borate-CHAPS su iv i  de 4 volu- 

mes de  tampon. 

L'étape d'élut ion des récepteurs est  assurée pa r  le passage d'un 

volume de MgCl2 5 M en tampon borate-CHAPS su iv i  de 4 volumes de  

tampon. Les premières f ract ions correspondant à la sort ie de MgC12, ren- 

fermant les récepteurs .élués, sont réunies e t  déposées su r  une colonne de  

gel-f i l t rat ion (Séphadex G100, Pharmacia ; 2,8 x 55 cm) à +4OC, préala- 

blement équi l ibrée avec le tampon, a f i n  dlé{iminer le MgCI2. Parmi les 

fractions obtenues, celles contenant les récepteurs sont réunies e t  dialy- 

sées pendant 48 heures à 4OC contre du tampon borate-CHAPS d i lué au  

l/lOème e t  renouvelé 4 fois. Le dialysat, représentant la f ract ion de  ré- 

cepteurs partiellement pur i f iés,  est concentré pa r  lyophi l isat ion e t  conservé 

à -20°C. 

La pur i f ica t ion du récepteur prolactinique, pa r  chromatographie 

d'affinité, est  su iv ie  en  établissant les pro f i ls  d'élution. Pour cela, des 

tests de  l iaison sont réalisés s u r  les di f férentes fract ions obtenues. Paral- 

lèlement, le  MgC12 présent dans I1éluat de  I 'Affi-gel 10 e t  dans l 'eff luent de 

la colonne de gel- f i l t rat ion est mis en évidence p a r  l 'apparit ion d'un pré- 

c ip i té b lanc lorsqu'un al iquot des di f férentes fract ions est ajouté à 0,5 ml 

de  NaOH IN. 

Le  facteur de  pur i f ica t ion est  déterminé en  comparant la concentrat ion 

en  R-PRL, présentée p a r  les préparat ions correspondant aux  dif férentes 

étapes de  pur i f ica t ion (récepteurs membranaires, ex t ra i t  solubilisé, f rac t ion 

part iel lement pur i f iée) ,  e t  mesurée selon la méthode de  SCATCHARD. 



II - ETUDE DES ANTICORPS 

1. OBTENTION D'ANTICORPS POLYCLONAUX 

Dif férents sérums anti-récepteur on t  été obtenus au  laboratoire d'En- 

docrinologie Moléculaire du Centre de Recherches INRA de  Jouy-en-Josas 

( D r  J. DJIANE) , avec lequel no t re  laboratoire collabore (Tableau 1).  

Deux chèvres (442 e t  443) on t  été immunisées contre une préparat ion 

part iel lement pur i f i ée  de R-PRL de glande mammaire de truie, présentant  

une liaison spécif ique de 17,7 pmoles p a r  mg de protéines. Pour cela 100 

pg de cet te préparat ion solubilisées dans 1 ml de tampon TRIS 25 mM, 

Tr i ton  X-100 0,1 %, p H  7,s on t  été injectés pa r  voie intra-dermique, en 

adjuvant complet de  Freund pou r  la lère, la 6ème e t  la 7ème immunisations 

e t  en adjuvant incomplet de Freund pou r  les autres injections de  rappel, 

effectuées à 1 mois d' interval le. Les prélévements de sang ont  été réalisés 

7 à 10 jours  après l ' inject ion de rappel. 

Les autres sérums anti-récepteur des chèvres 46 e t  47, de b reb i s  151 

e t  de  cobaye on t  été obtenus, de  la même façon que précédemment, en 

immunisant ces animaux cont re  le  R-PRL de glande mammaire d e  lapine 

partiellement pu r i f i é  p a r  chromatographie d'affinité. 
l 

2. OBTENTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX 

Les hybridomes on t  été obtenus à MONTREAL, dans le laboratoire 

d'endocrinologie moléculaire de Paul A. KELLY. Des souris BALB IC  o n t  été 

immunisées cont re  une  préparat ion de récepteurs prolact iniques d e  glande 

mammaire de  lapine, par t ie l  lemen t pur i f i és  pa r  chromatographie d 'af f in i té 

s u r  Af f i -gel  10 oPRL après une solubi l isat ion pa r  le CHAPS ; cette prépa- 

ra t ion possédant u n e  capacité de  l iaison spécifique égale à 150 pmoles pa r  



Tableau I - Anticorps (Ac) polyclonaux et  monoclonaux préparés 

contre les R-PRL pur i f iés  6 p a r t i r  de glande mammaire 

de  t ru ie  e t  de lapine 

Anticorps polyclonaux 

Sérums anti-R-PRL de t ru ie  

Sérums anti-R-PRL de lapine 

Chèvre 442 

Chèvre 443 

Chèvre 46 

Chèvre 47 

Brebis 151 

Cobaye 

Anticorps monoclonaux 

(anti-site) * 

Ces anticorps on t  été mis à no t re  disposition par  le D r  J. DJIANE (Uni té 

d'Endocrinologie Moléculaire INRA - Jouy-en-Josas). Les R-PRL de lapine 

o n t  &4 pur i f iés pa r  chromatographie d'aff ini té en ut i l isant  la hCH, comme 

l igand ; les Ac, préparés ensuite, contiennent aussi des Ac-CH. 

* Le s i te contre lequel es t  d i r i gé  l 'anticorps est  déterminé s u r  les R-PRL 

de lapine. 



mg de protéines. Dix mg d'antigène ont  été injectés pa r  voie intra-péri to- 

néale avec I 'adjuvant complet de Freund pour  la première immunisation, 

pu is  I 'adjuvant incomplet de Freund pour  les deux rappels suivants effec- 

tués à 3 semaines d' interval le. 

Le dern ier  rappel, 9 semaines après la première injection, est réalisé 

sans adjuvant pa r  voie sous-cutanée ou  intra-veineuse. Les rates sont 

prélevées 3 jours après la dernière immunisation e t  les splénocytes obtenus 

sont fusionnés avec des cellules myélomateuses de souris (NSO ou SP2) en 

présence de polyéthylène-glycol 1000. Après d i lu t ion en milieu RPMI 1640 

contenant 10 % de sérum de veau foetal, les hybridomes sont sélectionnés à 

l'aide du milieu HAT  (Hypoxantine, Aminoptérine, Thymidine) puis clonés 3 

fois successivement selon la technique en  gélose molle o u  de  la d i lu t ion  

limite. 

A f i n  de ne re ten i r  que les clones sécrétant des immunogloblines 

di r igées cont re  le s i te de  liaison de  l 'unité réceptrice, le test de sélection 

u t i l i sé  a consisté à déterminer la capacité d ' inhib i t ion de la liaison de  I1hGM 

iodée s u r  les microsomes de  glande mammaire de lapine. Parmi 983 hybri- 

domes, 3 clones sécrétant des ant icorps monoclonaux, nommés respective- 

ment M l  10 ( IgGl ) ,  A917 (IgC2b) e t  A82 (fgG1) on t  été sélectionnés. 

3. OBTENTION D'ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES 

La notion d ' id iotypie in t rodu i te  en  immunologie il y a un peu p l u s  de  

vingt ans a p r i s  aujourd 'hui  de  nouvelles dimensions p a r  ses diverses 

applications, notamment pou r  la préparat ion d'anticorps anti-récepteur. E n  

effet, depuis que JERNE (1974) a avancé sa théorie su r  le  réseau id io typ i -  

que  qui lui a valu le p r i x  Nobel, il a été b ien vér i f i é  que le  si te de  com- 



binaison antigénique d'une molécule d'anticorps peut ê t re  reconnu par  

d'autres anticorps. Ces derniers auraient alors un site semblable à ce lu i  de 

l'antigène (Figure 4). L'existence d'anticorps de type  images internes a été 

expérimentalement montrée pour des antigènes exogènes variés (SEGE et  

PETERSON, 1978 ; ISLAM et  coll., 1983), e t  leur  capacité d'avoir la même 

act iv i té biologique que les antigènes (hormones) a été bien discutée (MA- 

RASCO e t  BEECLEER, 1982). Ainsi, plusieurs récepteurs membranaires, 

dont  les récepteurs hormonaux sont peu solubles e t  diff ici les à pur i f i e r ,  

ont  été étudiés par  des anticorps ressemblant aux ligahds de ces récep- 

teurs. Les résultats remarquables obtenus dans ce domaine nous on t  con- 

duit à envisager cet te approche pour  l 'étude du récepteur de la prolactine. 

Le pr inc ipe de préparat ion des anticorps anti-idiotypes est  toujours le 

même : pour préparer  des anticorps anti-idiotypes contre les récepteurs 

hormonaux, certains auteurs ut i l isent  I'hormone comme immunogène de 

dépar t  (SEGE e t  PETERSON, 1978 ; FARlD e t  coll., 1984 ; AMIT e t  coll., 

1986), d'autres ut i l isent  des analogues de synthèse dont l 'aff ini té p o u r  le 

récepteur est beaucoup p lus  grande que  I'hormone naturel le (SCHREI BER 

e t  coll., 1980 ; CAYAN1S et  coll., 1986). Les anticorps anti-hormone 

obtenus sont sélectionnés e n  fonction de leur  act iv i té antigénique. I l s  sont 

ensuite injectés à des animaux de même espèce (AMIT et  coll., 1986) e t  de 

préférence de même souche. Néanmoins, il y a quelques exemples o u  des 

espéces différentes ont  é té  uti l isées avec succès (ISLAM e t  coll., 1983). Le 

protocole que nous avons adopté est  détail lé ci-dessous. Les sérums ant i -  

hPRL humains préparés chez le lapin néozélandais (711, nous o n t  été 

fournis p a r  le Professeur JACQUET e t  le Docteur PELLEGRlNl (Laboratoire 

de  Neuroendocrinologie Expérimentale). 



Ezl 
anti A ~ I  

Figure 4 - Représentatioti schématique de la préparation d'anticorps 

anti-idiotypes 

La réaction du haut moiitre l'association étroite de I'hormorie (H l  avec son 

site actif (SI au récepteur ( H )  . La r4:action du bas montre qu'un anticorps 

anti-anticorps (ai~t i -Ab1 ) peut ititeracjir avec le site actif du récepteur 

(W. 



Six lapins néozélandais ( L I ,  L2, L3, L4, LS, L6) on t  été immunisés 

avec une préparation d41gG anti-prolactine humaine pur i f iée par  chroma- 

tographie s u r  protéine A Sépharose (Pharmacia) . 

Pour cela 0,s mg e t  1 mg de cette préparation, solubilisés dans 1 ml 

de  solution physio4ogique (NaCI 9 %,) on t  été injectés respectivement aux 

LI, L2 e t  L3 et  aux L4, L5 e t  L6 pa r  voie intra-dermique, en adjuvant 

complet de Freund {Sigma) pour  la première immunisation e t  en ad juvant  

incomplet de Freund pou r  les autres injections de  rappel, effectuées à 15 

jours d'intervalle. Les prélévements de sang on t  été réalisés 7 à 10 jours 

après l ' injection de rappel. 

4. TEST DE L 'ACTIVITE DES ANTICORPS 

41. INHIBITION DE LA LIAISON HORMONE-RECEPTEUR 

L'act ivi té inh ib i t r ice  des anticorps (sérums) su r  la liaison hormone- 

récepteur a été mesurée e n  réalisant des tests de  liaison de la pro lac t ine 

humaine iodée (200 000 cpm) su r  des membranes de glande mammaire de  

lapine e t  des cellules T47-D (400 pg de protéines membranaires), e n  l'ab- 

sence o u  en  présence des sérums immuns e t  non immuns à d i f férentes 

di lut ions.  

Les résul tats sont exprimés en  pourcentage d ' inhib i t ion de la l iaison 

spécif ique obtenue avec o u  sans 1 pg de prolact ine ovine non  marquée. 

42. IMMUNOPRECIPITATION DU RECEPTEUR OCCUPE 

Des récepteurs prolact iniques de glande mammaire de  lapine e t  des 

cellules T47-D, solubilisés pa r  le CHAPS, sont incubés avec la prolact ine 



humaine iodée dans des conditions identiques d celles uti l isées p o u r  les 

tests de liaison. Après 18 heures d'incubation à 20°C, 100 p l  de diffé- 

rentes di lut ions en anticorps, réalisées en tampon BSA, sont ajoutés dans 

chacun des tubes. Après une seconde incubation de 6 heures à 20°C, la 

réaction est  arrêtée pa r  l 'addit ion de 110 pl de pansorbine (CALBIOCHEM) 

à 4 % que  I'ori laisse a g i r  pendant 15 minutes à 4OC. Pour les tubes con- 

trôles, ayant r eçu  100 pl de tampon, le test est stoppé pa r  précip i tat ion 

des complexes uhormone-récepteurl' à l'aide de gamma-globulines de lap in  e t  

d e  polyéthyléne-glycol. Les tubes sont ensuite centr i fugés à 3000 g, Y°C 

pendant 15 minutes e t  la radioactivi té présente dans les culots a ins i  ob- 

tenus, représentant les complexes llhormone-récepteur" p réc i  pi tés p a r  les 

ant icorps ou  le  polyéthylène glycol, est mesurée à l'aide du compteur 1275 1 
l 

Minigamma. 

5. TEST DES ANTICORPS PAR LIAISON DU COMPLEXE "ANTICORPS 

ANTI-IDIOTYPES - R-PRL MEMBRANAIRES" A LA PROTEINE A 

RADIOACTIVE 

Des récepteurs prolact iniques membranaires d e  ce1 Iules T47-D ( 400 

pg) sont incubés avec di f férentes di lut ions en  anticorps anti-idiotypes, 

réalisées e n  tampon BSA. Le volume f inal es t  ajusté à 0,3 ml avec du 

tampon BSA. Après 1 heure  d' incubation à 4OC, les membranes sont lavées 

t r o i s  fois pa r  addit ion d'l ml de tampon BSA. Les tubes sont ensu i te  

cent r i fugés à 3000 g, 4OC pendant 15 minutes. Les culots ainsi obtenus 

sont  r ep r i s  avec i e  volume init ial, e t  100 pl de protéine A iodée (Amer- 

sham, France) (11 500 cpm) est ajoutée dans chacun des tubes que  l'on 

laisse a g i r  pendant 30 minutes à 4OC. Les membranes sont  de nouveau 

lavées deux fois comme précédemment ; les tubes sont ensui te centr i fugés 

à 3000 g, 4OC pendant 15 minutes e t  la radioact iv i té présente dans les 



culots ainsi obtenus, représentant les complexes "récepteur-anticorps- 

protéine A", est  mesurée à l'aide du compteur 1275 Minigamma. 

L'activité immunologique des anticorps a aussi été appréciée en  immu- 

nocytochimie s u r  les cellules T47-O, en  collaboration avec le Laboratoire 

d'Histologie (E. CARPENTIER, P r  J. LEONARDELLI ; Faculté de Médecine, 

Cille]. 

Les cellules T47-D sont lavées 2 fois avec du tampon physiologique 

NaCl 9 80(tampon isotonique) e t  fixées su r  des lames en atmosphère sèche 

à température ambiante. 

Après fixation, les lames sont ensuite rincées dans deux ba ins  de 

tampon Coons (Veronal sodique 10 mM, NaCl 0,15 M, p H  7,2) pu is  incubées 

2 heures à 37OC avec les immunsérums anti- idiotypiques ou  avec les sérums 

non immuns, d i lués au 1 /50ème dans du tampon Coons. Après t ro i s  r inça- 

ges dans des ba ins de Coons, les lames sont ensuite exposées pendant 30 

minutes à des immunoglobulines de mouton anti- lapin (Diagnostics Pasteur) 

conjuguées à la peroxydase diluées au  1 /100ème dans du tampon Coons. 

Après un passage rapide des lames dans l e  tampon Coons, l'eau dist i l lée e t  

ie tampon TRIS-HCI 0,1 M, p H  7,4 la peroxydase est révélée p a r  l 'alpha 

chloronaphtol (4-chloro-1-naphtol, Sigma) en  tampon TRIS-HCI 0,l M, p H  

7,4 addit ionné d'eau oxygénée à 0,2 % e t  de diméthyl-formamide à 2 %, 

a insi  u n e  colorat ion bleue apparaît en  5 à 7 minutes. Après un passage 

dans l'eau distillée, les lames sont montées dans I'eau glycérinée. 



7. IMMOBlLlSATlON DU R-PRL SUR NITROCELLULOSE ET IMMUN0 

CETECTION ("Dot Immunobindinau) 

L'application des R-PRL membrai~aires des cellules T47-D (40 pl soit 

400 p g  de protéines), en forme de pu i ts  su r  une phase solide (ni t ro-  

cellulose), a été effectuée à l'aide d'un appareil ( Bio-Dot microf i l t rat ion 

apparatus, BIO-RAD) pour assurer une bonne imprégnation du support  

sans diffusion. Une fois I1immobilisation des protéines su r  la matrice ac- 

complie, l'immunodétection des récepteurs prolactiniques par  les anticorps 

anti-idiotypes est  réalisée dans des conditions identiques à celles uti l isées 

pour  I'immuno-électrotransfert et  détaillées ci-après. 

8.1 PRINCIPE CENERAL 

Cette technique a été depuis quelques années, e t  continue encore 

d'être l 'une des p lus  utilisées pou r  la détection des protéines e t  l'étude de 

la spécificitS des anticorps. En 1979, TOWBIN e t  coll. décr ivent  une 

méthode qui permet de t ransférer les protéines d'un gel  d'électrophorèse, à 

l'aide d'un courant électrique, s u r  une matrice (nitrocellulose) qui adsorbe 

4es protéines ("Western Blotu). Une fois le t ransfer t  accompli, la n i t ro-  

cellulose e s t  t ra i tée avec un "agent b loqueurM qui peut  ê t re  de la sérum- 

albumine bovine ou  une aut re  protéine non spécifique (protéines du lait).  

Cette étape est  nécessaire pour  saturer les sites de liaison non spécifiques 

s u r  la matrice, ce qui permet donc d'éviter l ' interaction en t re  la matrice e t  

la sonde spécifique uti l isée pou r  détecter la protéine immobilisée s u r  la 

feuille de  nitrocellulose. L'étape finale consiste à visual iser le complexe 

"anticorps spécifique - protéine" formé, p a r  l'une des procédures suivan- 

tes : 



- p a r  autoradiographie losqu'un deuxième anticorps marqué à l'iode 125 

est  ut i l isé pou r  révéler  le premier, 

- p a r  dhtection à I1ultraviolet lorsque le  deuxième anticorps est marqué à 

la fluorescéine, 

- p a r  détection immuno-enzymatique lorsque le deuxième anticorps est  

marqué pa r  un enzyme, la peroxydase. Comme pour  les techniques 

immunohistochimiques, l ' incubation de la peroxidase avec un subst ra t  : 

l'alpha-chloronaphtoI, permet de visualiser les complexes "récepteurs- 

anticorpsw qui sont colorés en bleu. 

Le développement rap ide de la réaction est l'avantage de cet te pro-  

cédure comparée à I 'autoradiographie qui demande un temps d'exposit ion 

t rès  long. 

La technique du t ransfer t  présente plusieurs avantages : faci le à 

réaliser, t rès  sensible e t  permet de détecter spécifiquement des protéines 

immobilisées s u r  la matrice. 

8.2. APPLICATION A U  RECEPTEUR PROLACTINIQUE 

Les récepteurs prolact iniques membranaires de  cellules T47-D (400 

pg), solubilisés p a r  le SDS 2 % en  présence de d i th io thré i to l  0,l M, sont 

déposés sur  un gradient  l inéaire de polyacrylamide 5-15 %. Après sépara- 

t ion éie-ctrophorétique des d i f férents  échantil lons s u r  le ge l  de  po lyacry-  

lamide e n  présence de SDS selon la technique de LAEMMLI (1970), I'élec- 

t r o t r ans fe r t  des protéines s u r  une feui l le de nitrocellulose (SCHLEICHER e t  

SCHUELL BA-85) (aux dimensions du gel)  est  réalisé selon la procédure d e  

TOWBlN e t  coll. (1979) à 20 volts pendant une nuit dans le  tampon de  

t rans fe r t  : TRIS-HCI 25 mM - glycine 150 mM - méthanol 20 8, p H  8,3. La 

nitrocellulose es t  s6chée en t re  deux papiers f i l t re .  Aprés colorat ion au  



rouge Ponceau (Ponceau S, SERVA) et décoloration à l'eau, les bandelettes 

de nitrocellulose sont ensuite saturées pa r  5 % ( p l v )  de protéines du lait  

dans le tampon TRIS-HCL 10 mM, NaCl 150 mM, p H  7,4 (tampon TBS) 

pendant une  heure à 37OC. Les bandelettes sont ensuite soumises à des 

lavages, 2 fois pendant 15 minutes avec du tampon TBS e t  TBS, Tween-20 

0,l % ( p / v )  (tampon TNT), avant d'être incubées soit avec les immun- 

sérums anti- idiotypiques dilués au 1150ème dans le tampon TNT-lait  1% 

( p l v ) ,  soit  avec un sérum pré-immun di lué dans les mêmes conditions que 

le  sérum anti- idiotypique pendant 2 heures à température ambiante. Après 

plusieurs lavages des bandelettes de nitrocellulose par  du tampon TNT, 

celles-ci sont incubées avec un anticorps de  chèvre ant i - lgC de  lapin 

marqué à la peroxydase (Diagnostics Pasteur) d i lué au 111000éme dans du 

tampon TNT-lait 1 %, pendant 1 heure à température ambiante. Après trois 

lavages avec du tampon TNT e t  un dernier  lavage avec du tampon TBS, 

l 'anticorps de  chèvre marqué à la péroxydase est  détecté avec son sub- 

strat,  le chloronaphtol à 0,05 % ( p l v )  dans du tampon TBS en présence 

d'eau oxygénée à 0,06 %. Enfin, la réaction est arrêtée p a r  un lavage à 

l'eau contenant 10 % de  glycérol. 



RESULTATS 



I - CARACTERISTIQUES DES RECEPTEURS DE LA PROLACTINE DANS 

LES CELLULES DE CANCER DU SEIN ET DANS LA GLANDE MAM- 

MAIRE NORMALE DE LAPINE 

1. INTERACTION ENTRE HORMONE DE CROISSANCE HUMAINE E T  

RECEPTEURS DE LA  PROLACTINE 

Il. CARACTERISATION DE L'HORMONE DE CROISSANCE 

HUMAINE IODEE 

La liaison spécif ique de l'hormone de croissance humaine marquée à 

l'iode 125 ( 1 Z 5 1 - h ~ ~ )  s u r  les récepteurs de la prolact ine (R-PRL) de 

cellules T47-O est  supér ieure à 14 % a lors que, dans les mêmes conditions, 

celle obtenue avec la glande mammaire de lapine est  supérieure à 25 % 

(F igure 5) . Lorsque la concentration e n  protéines membranaires augmente, 

o n  observe une  diminution re lat ive de la liaison spécifique due vraisem- 

blablement à un ef fe t  de  concentration. 

12. DETERMINATION DU NOMBRE DE SITES ET DE L A  CONS- 

TANTE D'AFFINITE DES RECEPTEURS 

La F igure  6 montre une représentat ion de Scatchard de la f ixat ion de 

l'hormone de  croissance s u r  son récepteur dans les cellules T47-D e t  dans 

la g lande mammaire de  lapine. La constante d 'af f in i té (Ka) du système est  

4,s fois p lus  &levée dans la glande mammaire de lapine (2,12 x l o g  M-') 

9 
que  dans les cellules T47-D (0.47 x 10 M-'1, alors que  le nombre de sites 

des récepteurs est 1,7 fois supér ieur dans les cellules T47-D que  dans la 

glande mammaire de lapine. Le nombre de  sites f ixant  l'hormone de crois- 

sance humaine pour  les cellules T47-D étant  de 269 fmoles p a r  mg de  

protéines membranaires, pour  la glande mammaire de lapine el le est de  155 

fmoles /mg de protéines. 



LAPIN 

F igure  5 - Liaison spécif ique de  la hGH en  fonction de la concentrat ion 

de protéines membranaires de  cellules ép i  théliales mammaires 

cancéreuses humaines (T47-D) e t  de  glande mammaire d e  lapine 

Les fractions membranaires sont incubées avec 200 000 cpm de  1 2 5 1 - h ~ ~  en  

présence e t  en  absence de 1 pg de  prolact ine ovine non radioactive. Les 

résu l ta ts  sont exprimés en  pourcentage de la l iaison spécif ique des R-PRL. 
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F igure 6 - Représentation selon la tnéthode de SCATCHARD de la l iaison 

de  I'hormone de  croissance humaine su r  des microsomes de  glande mammaire 

de  lapin e t  des cellules T47-D 

Les récepteurs membranaires de  glande maminaire de lap in  et des cellules 

T47-D (200 pg de protéines) sont incubés pendant 18 heures à 20° C avec 

l'hormone de croissance humaine iodée (0 ,125 . 106 ; 0.25 . 106 ; 0,5 . 
6 6 6 loG ; 1 . 10 ; 1,s . 10 ; 2 . 10 cpm) avec o u  sans 1 lig de prolact ine 

ov ine non marquée. 

( lap in  : nombre de sites 155 fmolesl mg de protéines ; Ka = 2 . 1 2  . 10' 
- 1 

M ; T47-D : nombre de  sites 269 fmoles/riig de protc ines ; Ka = 0.47 . 
log M-Il 



13. SPEClFlCITE DE LIAISON 

La spécif ici té d e  l iaison des R-PRL dans les cellues T47-D e t  dans la 
1 

glande mammaire de lapine est présentée sur  la f igure 7. Seules les hormo- l 

nes possédant une ac t i v i té  lactogène sont capables d' inhiber la l iaison de la I 

I 

hGH iod6e s u r  les récepteurs (prolactine bovine, prolact ine ovine, hormone l 

somatotrope humaine, prolact ine humaine, horrnone lactogène placentaire e t  i 

prolact ine porcine),  contrairement à celles don t  aucune act iv i té lactogène 
l 
l 

n'est connue IhCG, insuline, oGH e t  bGH). 

D'autre part,  la spécif ici té de  liaison des R-PRL de glande mammaire 

de  lapine es t  voisine de  celle mise en  évidence avec les R-PRL des cellules 

T47-D. Mais l 'ordre d'efficacité des hormones tactogènes présente quelques 

dif férences dans les deux systèmes. Les concentrations d'hormones lacto- 

gènes capabies d ' inhiber la liaison de l'hormone s u r  les récepteurs p o u r  la 

lapine sont nettement infér ieures à celles observées pour  les cellules T47- 

D. Ces résu l ta ts  sont e n  accord avec la p lus  faible constante d'affinité de  

l iaison observée dans les cellules T47-D. 

2. INTERACTION ENTRE PROLACTINE HUMAINE ET R-PRL 

21. DETERMINATION DU NOMBRE DE SITES ET DE LA CONS- 

TANTE D'AFFINITE DES RECEPTEURS 

La F igure  8 montre une  représentat ion de Scatchard de  la f ixa t ion de  

la prolact ine humaine s u r  le  récepteur prolact inique dans les cellules T47-D i 
e t  dans la g lande mammaire de lapine. Les deux systèmes présentent  une  l 
même constante d 'af f in i té (Ka) qui est de 0,6 x 10 

9 M-l , alors que  le  

nombre de s i tes des récepteurs est  p l us  élevé dans la glande mammaire d e  1 
lapine, préalablement t ra i tée pa r  MgCi2 3M qui permet de  désaturer les l 
récepteurs de  l'hormone endogène, que  dans les cellules T47-D (32 fmolesl l 1 
mg de  protéines membranaires). 
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Figure 7 - Spécificité de liaison des récepteurs membranaires des 

cellules T47-D (en haut) e t  de la glande mammaire de lapine (en bas) 

Ces récepteurs (400 p g  de protéines membranaires pour les T47-D o u  200 
pg pour  le lapin) sont incubés avec l'hormone de croissance humaine iodée 
(200 000 cpm pour  les cellules T47-D e t  100 000 cpm pour le lapin) pendant 
98 heures à 20°C, en absence ou  en présence de concentrations croissantes 
en  différentes hormones pol  ypeptidiques ( * hCG : gonadotrophine chorioni- 
que humaine ; + PINS : insuline porcine ; + blNS : insuline bovine ; 
O oGH : hormone de croissance ovine ; x bCH : hormone de croissance 
bovine ; pPRL : prolactine porcine ; . hPL : hormone lactogène pla- 
centaire humaine ; O hPRL : prolactine humaine ; A hCH : hormone de 
croissance humaine ; a oPRL : prolactine ovine; A bPRL : prolactine 
bovine). Les r6sultats sont exprimés en pourcentage de la liaison spéci- 
fique maximale obtenue e1.i absence d'hormone nan radioactive. 



F igure  8 - Représentation selon la méthode de SCATCHARD de  la l ia ison 1 
de  hPRL (P4011) s u r  des microsomes de  glande mammaire de  lapine et 

des cellules T47-D 

Les récepteurs membranaires de  la glande mammaire de lapine (B) e t  des 

celluies T47-D (A)  (400 pg de protéines) sont incubés pendant 18 heures à 
6 6 6 

20°C avec hPRL iodée (0.125 . 106 ; 0.25 . 10 ; 0.5 . 10 ; 1 . 10 ; 
6 1.5 . 106, 2 . 10 cpm) avec ou  sans 1 pg de prolact ine ovine non  

marquée. 

B : l igand l ié ; B I F  : rappor t  l igand l ié  s u r  l igand l i b re  

l a p i n  : nombre de sites : 1123 fmoleslmg de protéines - Ka : 0.61 . 10 
9 

9 
M" - T47-D : 32 fmoles/mg de protéines - Ka : 0.60 . 10 M-' 



22. SPECIFICITE DE LIAISON 

La spécificité de f ixa t ion des R-PRL dans les cellules T47-D e t  dans 

la glande mammaire de lapine est présentée sur  la f igure 9. Les hormones à 

act iv i té lactogène sont, les seules, capables d 'ent rer  en compétition avec la 

prolact ine humaine marquée pour  la l iaison aux R-PRL des deux systèmes. 

23. DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE DE L'UNITE 

L IANT L'HORMONE DE CROISSANCE HUMAINE 

Parmi les trois agents bifonctionneis (vo i r  Matériel e t  Méthodes) 

uti4isés couramment dans la technique de marquage pa r  affinité, I'EGS s'est 

révélé ê t re  le réact i f  le  p lus  efficace en assurant un bon rendement de  

couplage de I'hormone de  croissance aux R-PRL en  vue d'une analyse 

électrophorétique. En outre, il possède la caractér ist ique de ne pas néces- 

s i ter  d e  photo-activation (de manipulation p lus  aisée). 

Ces t ravaux u t i l i sant  des analyses électrophorétiques en  grad ient  

l inéaire d'acrylamide-SDS (5-15 %) on t  permis de  mettre en évidence, p a r  

autoradiographie, dans les microsomes de  glande mammaire de lapine e t  des 

ceiiules T47-O, l'existence d'une bande majeure de  poids moléculaire 57- 

60 000 Da (F igure 10). 

Cette bande, disparaissant lorsque l ' incubation est effectuée en  pré-  

sence d'un excès de prolact ine ovine non radioactive, représente donc le  

complexe lfhormone-récepteur". Si l 'on considère que  I'hormone de  crois- 

sance, dont  le poids moléculaire est  de l 'o rdre  de 22 000 Da, in terag i t  avec 

son récepteur selon un rappo r t  stoechiométrique de 1, l'uni té  récep t r i ce  

semble présenter un poids moléculaire ident ique d 'environ 36 500 Da chez 

la lapine e t  l'homme. Ces valeurs sont obtenues en présence e t  en  absence 

d'agent réducteur, di th io thré i  toi. 
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F igu re  9 - Spécificité de l iaison des récepteurs membranaires des 

cellules T47-D (en haut)  e t  de la glande mammaire de lapine (en bas) 

Les récepteurs (400 pg de protéines membranaires) sont incubés avec la 
hPRL iodée (200 000 cpm), pendant 18 heures à 20° C, en  absence ou en 
présence de  concentrations croissantes en di f férentes hormones polypep- 
t id iques ( A hCG : gonadotrophine chor ionique humaine ; i oCH : hor-  
mone de  croissance ov ine ; O bCH : hormone de  croissance bovine ; 

pPRL : prolact ine porcine ; O hPL : hormone lactogéne placentaire 
humaine ; A hPRL : prolact ine humaine; + hGH : hormone de  croissance 
humaine ; O oPRL : prolact ine ovine ; bPRL : prolact ine bovine). Les 
résul tats sont exprimés en  pourcentage de  la l iaison spécifique maximale 
obtenue en  absence d'hormone non radioactive. 
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F i g u r e  10 - Autoradiographie après marquage p a r  af f in i té des K-PRL 

p a r  l'hormone d e  croissance humaine iodée 

Les récepteurs membranaires de  cellules T47-D e t  de lapine (800 pg de 
protéines) e t  les récepteurs solubil isés p a r  le CHAPS (400 pg de protéines) 
sont incubés, pegdant une nuit à 20°C, avec l'hormone de croissance 
humaine iodée (10 cpm) en  absence (-) o u  en  présence (+) de 20 pg de 
oPRL non radioactive, pu is  t ra i tés pa r  I'ECS à une  concentration finale de 
0,5 mM. l e s  complexes iihormone-récepteur" sont ensuite solubilisés p a r  le 
SOS 2 %, en  absence de di th iothréi to l ,  e t  déposés s u r  un gradient  de  gel 
de  polyacryiamide-SOS (5-15 %) . Les standards (Mr)  ut i l isés pour la  déter- 
mination des poids moléculaires sont consti tués p a r  la phosphorylase b 
(94 000 Da), la sérumalbumine bovine (67 000 Da), Iiovalbumine (43 000 
Da) e t  I 'anhydrase carbonique (30 000 Da). Les valeurs en t re  parenthèses 
ind iquent  le  poids molécutaire des uni tés l i an t  l'hormone, après soustract ion 
du poids moléculaire de  l'hormone de  croissance humaine iodée (22 000 Da). 
Les bandes apparaissant en bas du gel  représentent  l'hormone iodée l ib re .  



II - SOLUBILISATION DES RECEPTEURS PROLACTINIQUES 

1. CONDITIONS OPTIMALES DE SOLUBILISATION DES RECEP- 

TEURS MEMBRANAIRES 

La F igure 11 montre les résultats des expérimentations effectuées a f in  

de  déterminer la concentration de  détergent nécessaire à la solubil isation 

du récepteur prolact inique. Quelle que soit la concentration protéique, le 

pourcentage de  protéines membranaires solubilisées est maximal à p a r t i r  de 

8 mM pour  le  CHAPS e t  de 0,s % ( v l v )  pour  le T r i ton  X-100. Une augmenta- 

t ion de  ia concentration du CHAPS o u  du T r i t on  X-100 n'augmente pas le 

rendement de solubil isation des protéines membranaires. 

L'efficacité du T r i t o n  X-100 est relativement moins grande (67 90 des 

protéines rnembranaires solubilisées) que celle du CHAPS (76 %). Le rende- 

ment de solubil isation protéique est meilleur pour  les concentrations les 

pJus faibles e n  protéines membranaires. 

Ces Figures 12 e t  13 montrent que la l iaison de I''~'I hCH s u r  l es '  

d i f férentes fractions solubilisées est  p l us  importante pour  une concentrat ion 

de  CHAPS égale à 8,1 mM que  cel le obtenue avec le T r i t on  X-100 à 1 % 

(v/v). A des concentrations plus faibles (CHAPS 1 mM, T r i ton  X-100 

0,1%), les détergents solubi l isent des protéines pour  lesquelles une faible 

l iaison spécif ique est observée. 

La l iaison spécifique de  l'hormone à son récepteur est  inhibée p a r  une  

forte concentrat ion de détergent, el le dépend de  sa concentration dans le  

milieu, e t  présente un optimum pou r  une  concentration finale, de  CHAPS 
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Figure 11 - Solubilisation des R-PRL metnbranaires 1 
Effet de concentrations croissantes de détergent (CHAPS ; Triton X-100) 1 

sur le rendement de solubilisatiori ! 

Chaque courbe correspond à une coiicentration différente en protéiries 

membranaires de départ. 1 
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Figure 12 - Eff icacité du CHAPS sur  la solubi l isat ion des protéines 

et des R-PRL contenus dans les membraiies de cellules épithéliales 

de  cancer du sein (T47-D) 

Des préparat ions membranaires de  cellules T47-5 sorit incubées 1 I ieure à 
tempkrature ambiante e t  à d i f férentes concentrations de CHAPS. AprGs 
u l t racent r i fugat ion 1 heure à 105 000 q, o n  déterntine la f ixat io i i  spécif ique 
dans les ex t ra i t s  solubilis6s (200 brg de protéines solubilistes) à une  con- 
centrat ion finale de CHAPS 1,(;2 mM) eri ut i l isant  200 000 cpm d'125--1 hGH 
e n  préserice e t  eri absence de prolact ine ovit ie non marquée. Des liaisons 
sont effectut5es dans du tampon THIS-HCI 25 mM, MgCl2 10 nrki, BSA O, 1 %, 
pH 7,4. Le  volume f inal d'incub;ilion est  de 500 111. 



Concentrat ion init iale 
de Triton X-100 

Figure 13 - Efficacité du Tr i ton X-IO0 sur  la solubilisation des 

protéines e t  des R-PRL contenus dans les membranes de cellules 

épithéliales de cancer du sein (T47-0) 

Des préparations membranaires de cellules T47-D sont incubées 1 heure à 
4empéra Cure ambiante à différentes concentrations de Tr i ton X-100. Après 
m t r i f u g a t i o n  1 heure à 105 000 g, on détermine la fixation spécifique 
dans les extrai ts solubilisés (200 pg de protéines solubilisées) à une con- 
centration de Tr i ton  X-100 0,05 % en uti l isant 200 000 cpm d1125-I hCH en 
présence e t  en absence de oPRL non marquée. Les liaisons sont effectuées 
dans du .tampon TRIS HCI 25 mM, MgCIZ 10 mM, BSA 0,l %, pH 7,4. Le 
volume final d'incubation est de 500 pl. 



comprise ent re  1,s et 2 mM (Figure 14), et  de Tr i ton X-100 égale à 0,05 % 

(Figure 15). 

Les f igures 16 A e t  16 B montrent les courbes de saturat ion de  la 

liaison de I ~ ~ ~ ~ I - ~ G H ,  respectivement, su r  les récepteurs solubilisés hu- 

mains (CHAPS 8,l mM) e t  de  lapin (T r i ton  X-100 1 %). La liaison spéci- 

f ique de I'hormone sur  le récepteur solubilisé humain est  de 10 % a lors que 

e l l e  obtenue avec le récepteur solubilisé de lap in  est de  60 %. 

La solubil isation des R-PRL p a r  le CHAPS 8,1 mM permet d 'obtenir  

d'excellents rendements de  solubilisa t ion (67 8) e t  une augmentation impor- 

tante  de la l iaison spécifique pa r  comparaison à celle obtenue avec l'homo- 

g h a t  o u  les microsomes de  cellules T47-D (F igure  12). 

L'étape de solubil isation des R-PRL de cellules T47-D s'accompagne 

d'une augmentation de l 'a f f in i té de l iaison des molécules réceptr ices p o u r  

l'hormone ; la constante d1affini2é déterminée pou r  les ext ra i ts  solubil isés 

9 (1.2 x 10 M- l )  es t  2.5 fois supérieure à celle définie pour  les f ract ions 

9 
nembranairen (0,51 x 10 M-') (Figure 17). 

2. ETUDE CHROMATOCRAPHIQUE DES RECEPTEURS SOLUBILISES 

21. CHROMATOGRAPHIE A BASSE PRESSION 

125 
La F igure  18 présente les résul tats obtenus après l iaison de 1' I -  

hGH aux  d i f férentes fract ions du récepteur solubil isé p a r  le CHAPS 8, l rnM 

e t  chromatographié. On peu t  observer un p i c  majeur renfermant les 

R-PRL capables de  l ie r  l'hormone de croissance humaine, ce qui corres- 

pond  à un poids moléculaire apparent élevé de 235 000 Da. Nous détectons 

aussi des p ics  mineurs de  faible poids moléculaire correspondant vraisem- 

blablement à une forme dissociée du récepteur. 



CONC. F I N A L E  DE C H A P S ,  mM 

Figure  14 - Ef fe t  du CHAPS su r  la l iaison spécif ique 12'1 hGH - 
récepteur solubil isé 

Les protéines membranaires (1  mglml) sont solubilisées p a r  le  CHAPS (2, 
4, 8 o u  16 mM). 200 pg de protéines solubilisées sont incubées pendant 
une  nuit à 20°C avec l'iode 125 hGH (200 000 cpm) dans le tampon TRIS 25 
mM, MgCl2 10 mM, BSA 0,l 8, ar ide de  sodium 0,02 %, p H  7,4 à dif féren- 
tes concentrat ions en CHAPS. La liaison spécifique de la hGH est  en 
fonction de la concentrat ion finale du CHAPS dans le milieu. 



CONC. F I N A L E  DE TRITON X-100  EN % ( V I V  ) 

F i g u r e  15 - Ef fe t  du T r i t o i i  X-100 s u r  la l ia ison spéci f ique 1251 I iCH - 
récepteur  solubi l isé 

Les p ro té ines  membrariaires (1  my ln i l )  solubil isées p a r  le T r i t o n  X-100 sont  
incubées pendan t  u n e  nuit (7 20°C avec l'iode 125 hC;H (200 000 cptii) dans 
l e  tampon T R I S  25 mM, iblgCI2 10 mh.1, BSA 0,l $, az ide  d e  sodium 0,02 %, 
pH 7,4 à d i f f h ren tes  concentrat ions e n  T r i t o n  X-100. Les résu la ts  sont  
expr imés en pourcentage de la l iaison spécif ique maximale obtenue à une  
concentrat ion f inale d e  0,02 8 e n  T r i t o n  X-100. 
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Figure 16 - Liaison spélcifique de la hGH en fonction de la concentration 

en récepteurs solubilisés, par le CHAPS 8 , l  mM, des ceIliiles 147-D ( A )  

et  de glande inammaire de lapine (8) 

Les fractions solubilis6es (200 l t g )  sont incubées avec 200 000 cpm de 125 
hGH en présence et  en absence de 1 pg de oPRL non radioactive. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage de liaison spécifique des R-PRL. 
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B I F  : rappor t  l igand l ié l l igand l i b re  

F igure 17 - Représentation selon la méthode de  SCATCHARD de la l iaison 

de  la hCH su r  des microsomes de cellules T47-O e t  des récepteurs 

solubilisés p a r  le CHAPS 8,1 mM 

Les récepteurs membranaires (350 pg) e t  solubilist5s (153 pg de protéines) 

sont incubes pendant 18 heures A 20° C avec 1'125-1 hCH (0,125 . 106 ; 
6 6 6 6 6 6 0.25 . 10 ; 0.5 . 10 ; 0.5 . 10 ; 1 . 10 ; 1.5 . 10 ; 2 . 10 cpm) 

avec ou  sans 1 pg de oPRL non marquée. 

( récepteur solubil is6 : nombre de  sites : 292 fmoleslmg de protkines, Ka : 
9 1.2 . 10 M-' ; microsome : nombre de sites : 245 fmoleslmg de proteines, 

9 - 1  Ka : 0,51 . 10 M ) 
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F igu re  18 - Cliromatograrnnie dtélut ion du rbcepteur solubil isé humain, 

p a r  l e  CHAPS 8,1 mM ( 2  ml  soit  4 mg) s u r  sepharose 6B (1,4 x 60 cm) 

Vo ind ique 16 volume inort de la colonne détermin6 p a r  le b leu  cfe Gext ran 
2 0 0  et  VT indiq i te le volume total du gel  di!terrniné pa r  l'iode 125. 
Pour chacune des fract ions (100 de 1 ml), obtenues riprés é lu t ion et, 
tampon TRIS 25 mM, MgCi2 10 inM, CHAPS 1 rnM, PMSF 1 mM, azide de 
sodittm 0 . 0 2  O, ph 7,4, la f>rf.scnce de l x -  PIIL est mise en  évidence en 
réal isant un test de l iaison sur  une fractior, aliquote de 100 pl. 



22. EN HPLC 

Le p r o f i l  d'élution (F igure 19) du récepteur solubilisé par  le T r i t on  

X-100 à 1 Oa, non occupé pa r  I'hormone de croissance humaine, établ i  en 

mesurant le pourcentage d e  liaison spécifique de I ' ~ * ~ I - ~ G H  sur  les diffé- 

rentes fract ions obtenues montre un p ic  renfermant les R-PRL, correspon- 

dant  à un poids moléculaire apparent de  232 000 Oa. On observe aussi des 

pics mineurs de  faible po ids moléculaire. 

3. ETUDE DES RECEPTEURS SOLUBILISES EN GRADIENT DE 

SACCHAROSE 

La F igure  20 présente la liaison spécifique de 1 ' 1251 -h~~  s u r  les 

dif férentes fract ions collectées après ul t racentr i fugat ion s u r  gradient  de 

saccharose (5-20 %) d u  récepteur solubilisé par  le CHAPS 8,1 mM. El le fa i t  

apparaître un seul p i c  contenant les R-PRL susceptibles de l ie r  I'hormone 

de croissailce humaine, ce qui correspond à un coefficient de  sédimentation 

s20, w d'environ 7s. 

O 
L e  rayon de  Stokes (Rs) du récepteur solubil isé a été estimé à 57 A 

(F igure 21). 

111 - PURIFICATION DES R-PRL PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE 

Préalablement solubilisés p a r  le CHAPS 8,l mM, les récepteurs pro-  

lactiniques, présents dans les membranes de cellules T47-D o n t  été pur i f iés  

pa r  chromatographie d'affinité, s u r  ge l  d'agarose (Affi-gel 10) auquel es t  

couplée l'hormone de croissance humaine (vo i r  Matériel e t  Méthodes) . 
L'ensemble des R-PRL contenus dans l 'extra i t  solubil isé in i t i a l  sont retenus 

pa r  le  ge l  e t  nous  n'avons pas détecté de  récepteurs dans les premières 



F i g u r e  19 - Chromatogramme d'élution du récepteur solubil isé humain 

p a r  le  T r i ton  X-100 3 1 O, humain ( 1 , 5  mg) s u r  colonnes connectées en série 

TSKC 4000 SW (7,s mm x 60 cm), Protein PAK 300 SW (7,5 mm x 30 cm) e t  
Protein PAK 125 (7,8 mm x 30 cm). Vo indique le  volume mort  de  la 
colonne déterminé p a r  le b leu de Dext ran 2000 et  V T  indique le  volume 
to ta l  du gel  détermind pa r  l'iode 125. Pour chacune des fract ions (1  10 de 
0,5 ml), obtenues après élut ion en tampon borate 0,1 M, NaCl 0,2 M, 
T r i ton  0,l %, PMSF 0,2 mM, azide de sodium 0,02 %, p H  7,4, la  présence 
d e  R-PRL est  mise en  &idence en réal isant un test  de liaison s u r  une 
fraction al iquote de  100 pl. 
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Figure 20 - Liaison specifique de l'hormone de croissance humaine iodée 

aux récepteurs solilbilis4s par le CHAPS après centrifvgation sur gradient 

de saccharose 

Chaque point représente la liaisori spécifique en présence de 1 pg de 
prolactine ovine nofi radioactive. 
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R A Y O N  DE STOKES (A) 

Figure 2 1  - Relation eritre (-log K a v ) ' / *  et rayon de Stokes 

Les protkines standards sont chromatographihes sur la colonne de sipha- 
rose 68 .  Les protéines standards utilisées asotit : sérumalbumine bovine 
(BSA) : 35 A ; gamma globuline ( T G )  : 46 A ; ferritine : 79 A 



fract ions correspondant à l'effluent, au lavage du gel  pa r  le  tampon bora- 

te-CHAPS, o u  pa r  le NaCl 1 M. L'élution des récepteurs est  assurée p a r  le 

passage du MgCl2 5 M. Le Tableau Il rassemble les résultats de la purifi- 

cation qui a permis d'obtenir à p a r t i r  de 1 g de protéines membranaires, 

10 pg de R-PRL partiellement pur i f i é  (rendement protéique = 0,001 %) . 

L'étape dlC.lution des récepteurs ne permet de  t rouver  que  8 % env i ron  1 
d e  la  capacité de  l iaison observée dans la préparat ion in i t ia le déposée s u r  1 
la colonne, le  reste de R-PRL demeurant probablement adsorbés su r  l e  gel  l 

o u  subissant une  dégradation se t raduisant  p a r  une pe r t e  d'act ivi té de  

liaison. 

Néanmoins, les nombres de sites des R-PRL mesurés dans l 'ex t ra i t  

solubil isé e t  la fract ion partiellement pur i f iée sont respectivement de  292 e t  

20 345 fmoles p a r  mg de protéines. Cette concentration en  R-PRL s1accom- 

pagne aussi d'une augmentation de la constante d 'af f in i té d e  liaison pou r  

l'hormone. L'étape de pur i f ica t ion assure, à elle seule, un enrichissement 

important e n  R-PRL avec un facteur de pur i f ica t ion de l 'ordre de 500 p a r  

r appo r t  aux  microoomes de  cellules T47-D. Par ailleurs, malgré ce p l us  

g r a n d  enrichissement en  R-PRL au  cours de cet te étape, les f ract ions 

part iel lement pur i f iées dialysées, lyophil isées e t  conservées à -20°C per -  

den t  totalement leur  ac t iv i té  de l iaison spécifique. Cette pe r t e  d 'act iv i té 

p o u r r a i t  ê t r e  due à une dégradation des récepteurs malgré la présence 

d ' inhib i teur de  protéase, à une  adsorption su r  les tubes e n  ve r re  avec o u  

sans film de silicone, en  polystyrène mais aussi en  polypropylène qui 

présentent  moins d'adsorption. II se pour ra i t  que  les molécules réceptr ices 

t rès  diluées soient instables, néanmoins le  recuei l  des protéines réceptr ices 

en présence de concentrat ion élevée de sérumalbumine bovine n'empêche 

pas cet te perte. 



1 Constan te  Nombre de Facteur 
1 
1 d 'af f in i té sites des R-PRL de 

int i l lon ( n ~ - ' )  (fmoles/mg prot.) pur i f icat ion 

i t s  solubilisés 1,20 2 92 7 

ions pur i f iées 1,SO 20 345 488 

I 

1 ment protéiquelmembranes : 0,001 % 

!ment en récepteur /ex t ra i ts  solubil isés : 8 % 

L 
ableau II - Pur i f icat ion des R-PRL p a r  chromatographie d'aff ini té 

s u r  A f f ige l  10 hGH 

.es constantes d'affinité e t  le nombre de sites des R-PRL sont déter-  

selon la méthode de  SCATCHARD. Les facteurs de pur i f ica t ion 

pondent à I'enrichissemen t en récepteurs p a r  rappor t  aux microsomes 

)a r t  (1 g de  protéines). 



I V  - ETUDE DES ANTICORPS 

1. ANTICORPS POLYCLONAUX 

11. TEST D'ACTIVITE DES ANTICORPS 

La F igure 22 montre que les anticorps anti-récepteurs (sérums de 

chèvre 46 e t  47, de b reb is  151 e t  de cobaye di lués au 111 00ème) inh ibent  

totalement la l iaison hormonale su r  les microsomes de glande mammaire de 

lapine. Les ant icorps 442 e t  443 n' inhibent que partiellement la l iaison de 

l'hormone s u r  les R-PRL de  glande mammaire de lapine. L ' inhib i t ion ob- 

tenue pa r  les sérums 442 e t  443 dilués a u  1 /100ème est respectivement de 

66 e t  48 %. En revanche, les anticorps polyclonaux présents dans les 

shrums des di f férents animaux testés, à une d i lu t ion de 1/100ème, ne 

reconnaissent pas ou  t r ès  faiblement le R-PRL humain. 

12. lMMUNOPREClPlTATlON DU R-PRL 

Les immunoprécipitations (Figure 23), obtenues après l 'addit ion de 

proté ine A de Staphylococcus aureus (pansorbine), sont comparées à la 

précip i tat ion du compfexe "hormone-récepteur8' réalisée à l 'aide de  poly-  

éthylène-glycol. L'immunoprécipitation des complexes 88prolactine-R-PRL 

humain" est fa ib le  p o u r  une di lut ion égale a u  1 /100ème des dif férents 

immunsérums testés. D'autre part ,  ces anticorps ne  préc ip i tent  pas (442 et 

443) o u  partiellement (46, 47, breb is  151, cobaye), le R-PRL de  lapine. 

13. IMMUNOHlSTOCHlMlE 

La planche A montre que  la pré-incubation des d i f férents  sérums 

anti-R-PRL de glande mammaire de  lapine e t  de t r u i e  (chèvres 46, 47, 442 

e t  443, breb is  151 e t  cobaye) avec les cellules T47-D, permettent d 'obtenir  



Figure 22 - Action des ant icorps polyclonaux anti-récepteurs s u r  la 

l iaison hormone - récepteur 

Les R-PRL membranaires de  lap in  (A) e t  humains ( 6 )  sont incubés, pen- 
dan t  une nuit à 20°C, avec hPRL iodée (200 000 cpm) e n  absence e t  en 
présence de  sérum anti-récepteur prolact inique de  lap in  e t  de  t ru ie  à une 
d i lu t ion  de 1 / 100ème. Les résul tats sont exprimés en  pourcentage d'inhi- 
b i t i on  de la l iaison spécif ique (A : 12 577 cpm ; B : 5 105 cpm) obtenue 
e n  incubant les protéines (400 pg) en présence de 125-1 hPRL avec ou  
sans 1 lig de oPRL non radioactive. 



Figure 23 - fmmunoprécipitation du R-PRL solubilisé, occupé pa r  la PRL 

Des R-PRL de lapin (A) et  humains (B), solubilisés p a r  le CHAPS (200 pg 
de protéines), sont incubés pendant une nuit à 20°C, avec hPRL iodée 
(200 000 cpm) en absence et  en présence d'l pg de oPRL non radioactive. 
En fin d'incubation, différents sérums anti-récepteur dilués au  1 / 100èrne 
sont ajoutés dans chacun des tubes. Aprés une seconde incubation de 6 
heures à 20°C, les complexes llanticorps-récepteur occupe par  l'hormone1' 
sont précipités à l'aide de la pansorbine. Les résultats sont exprimés en 
pourcentage de la radioactivité spécifique précipitée (A : 12 200 cpm ; €3 : 
4 743 cpm), dans les contrôles, à l'aide de polyéthylène-glycol et pour  
lesquels la seconde incubation est effectuée en l'absence d'anticorps poly- 
clonaux. 



PLANCHE A 

LES CELLULES T47-D MARQUEES EN IMMUNOPEROXYDASE 

PAR LES SERUMS ANTI-R-PRL DILUES AU 1 /5ûème 

1. ContrGle négatif (sérum non immun de chèvre) 
absence de marquage ( x  25) 

3. Chèvre 47 ( x  25) 

4. Chèvre 442 ( x  25) 

5. Chèvre 443 ( x  25) 

6. Contrôle négatif (sérum non immun de brebis) 
absence de marquage ( x  25) 

7 .  Brebis 151 ( x  25) 





un t rès léger marquage interst i t ie l .  L' intensité de la  réaction est modérée 

avec le  sérum de breb is  151 e t  de chèvre 47 (à une di lut ion de 1150ème). 

Aucune réaction n'est observée avec les sérums non immuns correspon- 

dan t s  . 

2. ANTICORPS MONOCLONAUX 

La F igure 24 montre que les trois ant icorps monoclonaux Ml10 ( I gG l ) ,  

A917 i(lgG2b) e t  A82 (IgG1) inhibent 100 % de la l iaison de la 1 2 5 1 - h ~ ~ ~  

sur  les récepteurs membranaires de glande mammaire de lapine. L a  capacité 

d'interaction de  ces ant icorps monoclonaux, d i r igés contre le R-PRL de 

lapine, testée s u r  le récepteur des cellules T47-D montre que seul I 'anti- 

corps A917 peu t  inhiber partiellement la liaison hormona{e. Les deux autres 

anticorps monoclonaux n ' inhibent pas o u  t rès  faiblement la liaison. Le 

maximum d' inhib i t ion obtenu avec l 'anticorps A917 est de 26 % p o u r  le 

récepteur membranaire humain. 

La F igure  25 montre que ces ant icorps monoclonaux (Ml 10, A917 e t  

ABZ), sélectionnés pour  leur  spécif ici té vis-à-vis du si te de l iaison de  

R-PRC, sont incapables dlimmunoprécipiter le récepteur solubil isé de glande 

mammaire de lapine e t  de  cellules T47-O déjà occupé pa r  la prolactine. 

3. ANTiCORPS ANTI-IDIOTYPIOUES 

31. INHIB!TION DE LA LIAISON HORMONE-RECEPTEUR 

Les résul tats (F igure 26) de  l 'act iv i té inh ib i t r ice  de  la l iaison de  la 

prolact ine su r  son récepteur exercée p a r  les immunsérums obtenus a u  

cours  des di f férentes pr ises de  sang, ind iquent  que des ant icorps ant i -  

id iotypiques apparaissent dès la 6ème immunisation. A p a r t i r  de la 8ème 

immunisation (7ème rappel),  le sérum du L3, à une d i lu t ion de 1/100ème, 



Figure 24 - Action des ant icorps monoclonaux anti-récepteur su r  la 
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l iaison hormone-récepteur 

Les R-PRL membranaires de  lap in  e t  humains sont incubés pendant une 
nuit à 20°C avec la hPRL iodée e n  absence e t  en  présence d'immunoglobu- 
l ines monoclonales (50 pg /ml).  Les résul tats sont exprimés en  pourcentage 
d ' inhib i t ion de la liaison spécif ique ( lap in  : 14 535 cpm ; humain : 7 603 
cpm) obtenue en  incubant les protéines (400 pg) en présence d'iode 125 
hPRL avec ou sans 1 ~ i g  de  oPRL non radioactive. 
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LAPIN HUMAIN 

I I I I 

1 



LAPIN HUMAIN 

Figure 25 - Immunoprécipitation du R-PRL solubilisé, occupé pa r  la PRL 

Les R-PHL de lapin et  humains, solubilisés par  le CHAPS (200 pg de 
protéines) sont incubés pendant 18 heures à 20°C avec la hPRL iodée 
(200 000 cpm) en absence e t  en présence dl1 vg de oPRL non radioactive. 
En fin d'incubation, di f férents anticorps (50 pg /ml) sont ajoutés dans 
chacun des tubes. Après une deuxième incubation de 6 fleures à 20°C, les 
complexes wanticorps-récepteur occupé p a r  l'hormonet' sont précipités à 
l'aide de la pansorbine. t es  résultats sont exprimés en pourcentage de la 
radioactivité spécifique précipitée (lapin : 15 183 cpm ; humain : 4 932 
cpm), dans les contrôles à l'aide de polyéthylène-glycol e t  pour lesquels la 
seconde incubation est effectuée en absence d'anticorps. 



f i gu re  26 - Act ion des anticorps anti- idiotypes su r  la l iaison 

hormone-récepteur 

Les R-PR1 membranaires humains sont incubés pendant une nuit à 20°C 
avec la hPRL iodée e n  absence e t  en présence de di f férentes saignées (S) 
à une  d i lu t ion de 11100ème. Les r4sul tats sont exprimés en  pourcentage 
d ' inhib i t ion de  la l iaison spécifique (8 879 cpm) obtenue en  incubant les 
protéines (400 p g )  e n  présence d'iode 125 hPRL avec ou  sans 1 pg de 
oPRL non radioactive. 



est capable d' inhiber 60 % de la liaison hormonale su r  les membranes de 

cellules T47-D. La réponse anti- idiotypique n'a été observée que dans les 

sérums de 3 lapins su r  s i x  (L2, L3 e t  L4), pour  les autres lapins ( L I ,  L5 

e t  LG), la réponse n'est pas tout  à fa i t  négligeable. A pa r t i r  du 7ème 

rappel  e t  pour  les immunisations suivantes, l 'eff icacité des anticorps var ie  

de façon i r régul ière.  D'autre part,  l 'activité inh ib i t r ice  des sérums S7L3 e t  

S l l L 3  (Figure 27), à u n e  di lut ion égale au  11100ème et  au  11 10ème, s u r  la 

l iaison hormone-récepteur de lapin, est de l 'ordre de 20 % (au I I lOème).  

L'act ivi té de ces anticorps semble p lus  faible s u r  la glande mammaire de 

lapine p a r  r appo r t  aux cel lules T47-D. 

PAR LA PROTEINE A IODEE 

Les résul tats (Figure 28) indiquent que les anticorps anti- idiotypiques 

sont  capables de  reconnaître le R-PRL humain. Les sérums pré-immuns on t  

une  act iv i té  t rès  faible à des concentrations t rès  élevées. 

33. lMMUNOPREClPlTATlON DU R-PRL 

l e s  immunoprécipitations réalisées (Figure 29) avec les sérums S7L3 e t  

S11L3 à une d i lu t ion de 1 I100Eme e t  de  1 /lOéme s u r  le récepteur solubi l isé 

des cellules T47-D, révè lent  que  ces ant icorps anti- idiotypiques sont  

incapables de préc ip i ter  les cornpiexes Nhormone-récepteur". Toutefois 

l 'action de ces anticorps (S7 L3 e t  S I1  L3) su r  le  récepteur solubil isé de  

glande mammaire de  lapine, occupé pa r  la hPRL iodée, révèle que ces 

ant icorps sont capables de  préc ip i ter  les complexes "hormone-récepteur" . A 

une  d i lu t ion  optimale égale à 1 IlOème, ces sérums immunoprécipitent 50 % 

d e  la radioact iv i té spécif ique précipitée pa r  le  polyéthylène-glycol (F igure 

30). 



F igure  27 - Act ion des sérums anti- idiotypiques su r  la l iaison 

liormone-récep t eu r  

Les R-PRL membranaires de lap in  sont incubés, pendant une nuit à 20° C 
avec la hPRL iodée (200 000 cpm) en absence e t  en  présence de  sérums 
anti- idiotypiques (57 L3 e t  SI1 L3) e t  de  sérums témoins (S .T)  à une 
d i lu t ion de 1/100ème e t  de  1 /lOème. Les résul tats sont exprimés en  
pourcentage d ' inhib i t ion de la liaison spécif ique (23 784 cpm) obtenue e n  
incubant des protéines (400 p g )  en  présence d'iode 125 hPRL avec o u  sans 
1 pg de oPRL non radioactive. 



Dilution du sérum 

Figure 28 - Liaison des anticorps anti- idiotypiques avec les 

microsomes des cellules T47-D 

L'antisérum anti- idiotypique (SI 1 L3) ( + ) e t  le  sérum pré-immun (0 1 à 
concentrat ions croissantes sont incubés avec les microsomes (400 pg) . 
Après incubation pendant 1 heure à 4OC, les membranes sont lavées t ro is  
fois. Les ant icorps res tant  l iés aux  culots membranaires sont dkterminés 
p a r  addi t ion de  protéine A iodée ( 1 1  500 cpm) e t  précip i tés pa r  cen t r i -  
fuga t ion . 



F igure  29 - Immunoprécipitation du R-PRL solubil isé 

occupé pa r  la PRL 

Des R-PR1 humains, solubilisés pa r  le  CHAPS (200 pg de protéines) sont  
incubés pendant 18 heures à 20°C, avec la hPRL iodée (200 000 cpm) e n  
absence e t  en  présence d l 1  pg de oPRL non radioactive. En fin d1incuba- 
tbn, les sérums anti- idiotypiques (S7 L3 e t  S I1  L3) et  le sérum témoin 
(S .T )  di lués au 1/100ème e t  au  l/ lOéme sont ajoutés dans chacun des 
tubes. Après une deuxième incubation de  6 heures à 20°C, les complexes 
"an t icorps-récepteur occupé pa r  l'hormone11 sont préc ip i  tés à l'aide de  la 
pansorbine. Les résul tats sont  exprimés en pourcentage de la radioact iv i té 
spécifique précip i tée (4 469 cpm), dans les contrales à I'aide de  po ly-  
éthylène-glycol e t  pour  lesquels la seconde incubation est effectuée e n  
absence de  sérums. 



Figure 30 - Immunoprécipitation du R-PRL solubil isé 

occupé pa r  la PRL 

Des R-PR1 de  lapin, solubilisés p a r  le CHAPS (200 pg de  protéines) sont 
incubés pendant une  nuit à 20°C, avec la hPRL iodée (200 000 cpm) en 
absence e t  en  présence d l1  pg de  oPRL non radioactive. En fin d1incuba- 
tion, les sérums anti- idiotypiques (S7 L3 e t  S I1  L3) e t  le  sérum témoin 
(S. T) di lués a u  1/100ème et a u  l/ lOème sont ajoutés dans chacun des 
tubes. Après une deuxième incubation de  6 heures à 20°C8 les complexes 
"anticorps-récepteur occupé p a r  l'hormone" sont précip i tés à I'aide de  la 
pansorbine. Les résul tats sont exprimés e n  pourcentage de  la radioact iv i té 
spécifique précip i the (23 056 cpm), dans les contrôles à l'aide de  poly-  
éthylène-giycol e t  pour  lesquels la seconde incubation est  effectuée en 
absence de  sérums. 



34. IMMUNOHISTOCHIMIE 

En étude immunohistochimique (planche B), les cellules T47-D sont 

immunoréactives après ut i l isat ion d'anticorps anti-idiotypiques . L' intensité 

du marquage est  p lus f o r t e  avec les sérums des lapins L3  e t  L4  qu'avec les 

autres sérums d e  LI, L2, L5 e t  L6. Aucun marquage avec les sérums non 

immuns n'est observé. Les cellules T47-D présentent un marquage a u  

niveau des sites récepteurs extra-  e t  intra-cellulaires. 

35. IMMOBILISATION DU R-PRL SUR NITROCELLULOSE ET 

IMMUNODETECTION (Dot immunobinding) 

L'application des microsomes de cellules T47-D s u r  une phase solide 

(nitrocellulose), suivie de  la détection immunologique pa r  les immunsérums 

anti- idiotypiques permet de révéler, après coloration au chloronaphtol, 

l 'existence d'anticorps anti- idiotypiques qui reconnaissent le R-PRL humain 

(F igure 31). 

36. IMMUNO-ELECTRO-TRANSFERT 

Les résul tats du t ransfer t  (Figure 32) montrent que les immunsérums 

anti- idiotypiques reconnaissent de manière spécifique le  R-PRL des cef Iules 

T47-0. 

L'immuno-révélation p a r  le chloronaphtol, après séparation électro- 

phorét ique e t  immunodétection des R-PRL, permet de  mettre e n  évidence 

une bande majeure de 36 000 Da qui correspond a u  poids moléculaire de 

l 'uni té l iante du R-PRL reconnu pa r  les anticorps anti-idiotypiques, a lors 

que cet te  bande n'est pas reconnue p a r  le  sérum pré-immun. Toutefois, 

d'autres bandes mineures son t  parfois observées, de marquage p lus  diffus. 



PLANCHE B 

LES CELLULES T47-D MARQUEES EN IMMUNOPEROXYDASE 

PAR LES SERUMS ANTI-IDIOTYPIQUES DILUES AU 1 /5ûème 

1, Contrôle négatif (sérum non immun de lapin) 
(absence de marquage ( x  25) 

2. Lapin 1 ( x  2 5 )  

3 .  Lapin 2 ( x  2 5 )  

4.  Lapin 3 ( x  40) 

5. Lapin 4 ( x  25) 

6. Lapin 5 ( x  25) 

7. Lapin 6 ( x  25)  





Figure 3 1  - Immobilisation du R-PRL sur nitrocellulose et immunodétection 

Des microsomes de cellules T47-D sont déposés sous forme de puits sur 
nitroceflulose. Après incubation des R-PRL avec le sérum pré-immun ( 1 )  ou 
les sérums immuns anti-idiotypiques ( 2  à I l ) ,  les anticorps spécifiques 
reconnaissant les R-PRL sont visualisés par des anticorps de chèvre anti- 
IgC de lapin marqués à la peroxydase. 



Figure 32 - Révélation du R-PRL par les anticorps anti-idiotypes 

Des microsomes de cellules T47-D sont séparés par électrophorése selon un 
gradient linéaire de polyacrylamide-SDS (5-1 5 %) . Aprés électrûtransfert 
sur nitrocellulose, les R-PRL sont incubés avec un sérum pré-immun ( 1 )  
ou des sérums immuns anti-idiotypiques (2  à 12) et révélés par anticorps 
de chèvre anti-lgC de lapin marqué 2 la peroxydase. 



DISCUSSION 



Les caractérist iques de liaison de la hGH s u r  les R-PRL des cellules 

T47-D sont voisines de celles mises en  évidence sur  les R-PRL de  glande 

mammaire de  lapine (SHIU e t  FRIESEN, 1974a,b). L'affinité de ces récep- 

teurs de la hGH, mesurée à l'équilibre. es t  élevée dans les cellules T47-D 

mais légèrement p lus  faible que  dans la glande mammaire de lapine (SHIU 

e t  FRIESEN, 1974a ; MURPHY e t  coll., 1984a,b). 

En présence d'un excès de  récepteurs, le pourcentage d'hormone 

capable de se l ier  aux  récepteurs, après marquage à la chloramine T, est  

p l us  élevé dans le système lapin que dans le système humain : ceci peut  

s'expliquer p a r  une inh ib i t ion due à un ef fet  de concentration membra- 

naire, mais o n  peut  aussi imaginer que, e n  raison de son hétérogénéité, 

les fract ions d'hormone l iant  les deux récepteurs ne sont pas les mêmes. 

L'étude de fa spécif ici té de  l iaison de la hCH e t  de  la hPRL aux  

R-PRL dans la tumeur comme dans le t issu normal, montre qu'elle es t  t rès  

é t ro i te  e t  n e  s'exerce que  vis-à-vis des hormones à act iv i té lactogène, 

c'est-à-dire les prolact ines bovine, ovine, humaine e t  aussi l'hormone de  

croissance humaine. Ces résul tats corroborent  ceux de SHIU (1979), GERT- 

LER e t  coll. (1984) e t  BISWAS e t  VONDERHAAR (1987). Le fa i t  que  la hCH 

e t  la hPRL déplacent de  la même façon ces deux hormones marquées sug- 

gèren t  l 'existence d'un seul t ype  de  récepteur lactogénique dans la  glande 

mammaire comme cela ava i t  été rappor té  dans les cancers du sein (PEY- 

R A T  e t  coll., 1984a ; MURPHY e t  coll., 1984a,b). 



D'autre part ,  la prolact ine humaine inhibe la liaison de I " ~ ~ I - ~ P R L  

aux R-PRL humains e t  de lapin avec des constantes d 'af f in i té de l iaison 

identiques. Ce phénomène n'est pas observé chez les autres espèces ani- 

males (lapin, brebis, truie..  .) pour  lesquelles il est  t rès  d i f f ic i le  d'obtenir 

in v i t r o  une liaison de  I'hormone sur  les récepteurs prolact iniques de 

l'espèce homologue. Ainsi, chez la lapine la prolact ine de lap in  n'inhibe pas 

la l iaison 'îhormone-récepteur'l. Ceci es t  également observé avec la prolac- 

t ine ovine s u r  les récepteurs prolact iniques de glande mammaire de brebis, 

ainsi qu'avec la  prolact ine porcine s u r  ses R-PRL homologues où  la l iaison 

spécifique est  infér ieure à 2 % alors que, dans les mêmes conditions, la 

l iaison spécifique obtenue avec la prolact ine ovine est  égale à 33 % (SAKAI  1 
1 

e t  coll., 1985 ; BERTHON e t  coll., 1987). Ce phénomène pour ra i t  s'expli- 

quer  pa r  une  p lus  faible a f f in i té  des récepteurs vis-à-vis de I'hormone 

homologue, dans les condit ions classiques de  préparat ion des fractions 

membranaires. Des t ravaux récents montrent qu'il est possible d'obtenir 

une excellente liaison spécif ique de la prolact ine de  souris s u r  les récep- 

teu rs  hépatiques d'espèce homologue dans des conditions part icul ières de  

préparat ion des fract ions membranaires (homogénéisées dans le tampon 

g lyc ine e t  mise e n  suspension dans le  tampon TRIS) e t  d'incubation des 

échantil lons avec I'hormone (dans le tampon phosphate-glycérol, p H  8 , 3  à 

8OÇ en présence de NaF 100 mM e t  de  MgCl2 10 mM) (HARO e t  TALA-  

MANTES, 1985). 

Les analyses électrophorétiques, effectuées à p a r t i r  de  membranes des 

ceflules T47-D après marquage pa r  aff ini té, révèlent  que les R-RPL sont 

const i tués d'une sous-unité l iante de poids moléculaire apparent  de 36 500 

Da. L e  poids moléculaire de  la sous-unité es t  le même en absence e t  en 

présence de d i th io thré i to l  : les sous-unités l iant  I'hormone de croissance 

humaine ne sont donc pas associées en t re  elles ou  à d'autres sous-unités 



p a r  l ' intermédiaire de ponts disulfures. Ainsi  dans la tumeur, le poids 

moléculaire de la sous-unité est semblable à celui obtenu dans la glande 

mammaire e t  de foie de lapine (HAEUPTLE e t  coll., 1983 ; HUGHES et  

coil., 1983 ; KELLY e t  coll., 1984 ; NECESSARY e t  coll., 1984 ; KATOH . 

e t  coll., 1985a), dans la glande mammaire de t r u i e  (SAKAI e t  coll., 1984 ; 

BERTHON e t  coll., 1987), dans le foie de souris (LISCIA e t  VONDER- 

HAAR, 1982b), e t  dans d ivers  organes de r a t  (BORST e t  SAYARE, 1982 ; 

BORST e t  coll., 1985 ; HUCHES e t  coll., 1983 ; BONIFACINO et  DUFAU, 

1984 ; KATOH e t  coll., 1987). 

Le R-PRL est caractérisé pa r  une sous-unité l iante de faible poids 

moléculaire, in fér ieur  à ceux déterminés pour  d'autres uni tés réceptr ices 

telles que  les récepteurs bêta-adrénergiques (58 000 Da) (SHORR e t  coll., 

1982) e t  du glucagon (63 000 Da) (HERBERG e t  coll., 1984). Le poids 

moléculaire de l 'uni té l iante du récepteur spécif ique de l'hormone somato- 

t rope es t  estimée à 50 000 - 54 000 Da (HUGHES e t  coll., 1983), à 67 000 

Da (HAEUPTLE e t  coll., 1983) e t  à 57 000 Da (YMER e t  HERINGTON, 1984) 

dans l e  foie de lapine, à 80 000 - 90 000 Da dans d ive rs  organes d e  r a t  

(BONIFACINO e t  DUFAU, 1984, 1985) e t  peu t  at te indre à 109 000 Da s u r  

b s  lymphocytes humains (HUCHES e t  coll., 1983). Les récepteurs de  I'EGF 

qui ne comportent pas de  sous-unités, possèdent un poids moléculaire égal 

à 170 000 - 180 000 Da (HUNTER, 1984). Le récepteur insulinique, hétéro- 

tétramère dont  les sous-unités sont liées en t re  elles p a r  des pon ts  di- 

sulfures, présente en absence d'agent réducteur  un poids moléculaire de  

400 000 Da. La sous-unité l iant  l'insuline, mise en évidence sous des 

condit ions réductrices, est  caractérisée p a r  un poids moléculaire s i tué  à 

125 000 Da (JARETT, 1983 ; CZECH, 1984). Dans le cadre d'un t rava i l  de  

collaboration, nous avons aussi déterminé le poids moléculaire de  la sous- 

un i té  l iante  du récepteur de I ' lCF I  ( Insu l in  L ike  g row th  factor 1) des 



cellules cancéreuses du sein e t  de  mastopathies bénignes, qui est ident ique 

à celui de  la sous-unité l iant  l ' insuline (130 000 Da) (PEYRAT e t  coll., 

1988), e t  donc bien supér ieur à celui de  la sous-unité de la PRL. 

Le rendement de  solubil isation des R-PRL des cancers du sein pa r  le 

T r i t on  X-100 (1  %) es t  de 67 %. II est similaire à celui obtenu à p a r t i r  de 

i a  glande mammaire (SHIU e t  FRIESEN, 1974a, HAEUPTLE e t  coll., 1983 ; 

KATOH e t  coll., 1984). Mais ce détergent présente plusieurs inconvénients 

(vo i r  Matériel e t  Méthodes). Not re  étude s'est orientée vers  l 'ut i l isat ion 

d'un déeergent Zwitter ionique : le  CHAPS qui ne possède pas les inconvé- 

n ients  présentés p a r  le  T r i ton  X-100. La solubilisation des R-PRL humains 

e s t  maximale (rendement 67 %) pou r  une concentration de CHAPS égale à 

8,l mM (0,; % p l v )  ; celle-ci étant  de  5 mM pour  la glande mammaire de 

lapine (KATOH et  coll., 1985a). Les rendements de  solubil isation obtenus 

avec le CHAPS sont identiques à ceux observés avec le T r i t on  X-100. Mais 

c e  Zwitterion, p lus sélectif, solubil ise moins de protéines contaminantes. 

Hormis le fa i t  que l'emploi de ce détergent soit  compatible avec l 'ut i l isat ion 

d e  la prolactine, les fract ions ainsi  solubilisées présentent  une  liaison 

spécifique nettement supér ieure à celle déf in ie pour  des préparations issues 

de l 'action du Tr i ton  X-100. L'étape de  solubil isation des microsomes, à 

p a r t i r  d'homogénat de  cellules T47-D nous a permis d'obtenir des f ract ions 

présentant  des concentrat ions élevées de  R-PRL (exprimées pa r  mg de 

protéines), dans l 'opt ique d'une pur i f ica t ion du R-PRL, pa r  chromato- 

g raph ie  d'affinité, cet te  technique de  solubil isation consti tue à el le seule 

une  première étape d'enrichissement en  récepteurs. 

Notons que  la l iaison spécif ique de l'hormone marquée dépend de  la 

concentrat ion de  CHAPS dans le milieu, e t  es t  maximale à 1,62 mM (concen- 

t ra t ion  finale). Cette va leur  est in fér ieure à celle constatée pa r  L lSClA  e t  



coll. (1982a), LISCIA e t  VONDERHAAR (1982b) s u r  les R-PRL de foie de 

souris. Ce détergent, à t r op  for te  concentration, provoque la formation de 

micelles emprisonnant les R-PRL e t  les rendant inaccessibles à l'hormone 

radio-active, mais les R-PRL tumoraux semblent t rès  sensibles à son ac- 

tion. 

Cette étape de solubil isation des R-PRL des cellules T47-D, p a r  le 1 
l 

CHAPS 8,l mM s'accompagne d'une augmentation de  l 'affinité de l iaison des 

R-PRL pour l'hormone ; de manière identique à ce qui a été précédemment 

observé avec le  R-PRL de glande mammaire de lapine, solubilisé p a r  le 1 
l 
l 

CHAPS ou le T r i ton  X-100 (SHIU e t  FRIESEN, 1974a ; KATOH e t  coll., 1 
1984, 198Sa). L e  changement d 'af f in i té du récepteur pour  son l igand est  l ié 1 

1 
à une  modification de son environnement. En dissociant certains composants 

membranaires situés au  voisinage des molécules réceptrices, le detergen t 

permettra i t  aux  R-PRL d e  devenir  p l us  accessibles à l'hormone. 

L'analyse électrophorétique, après marquage pa r  aff ini té, met en  

évidence dans les préparat ions solubilisées pa r  le CHAPS l'existence d'une 

seule un i t é  l iant  la hGH, de  poids moléculaire ident ique à celui déterminé à 

p a r t i r  des fract ions membranaires (36 500 Da). Les déterminations du poids 

moiéculaire apparent, p a r  analyse chromatographique à basse pression, du 

récepteur solubil isé des cellules T47-D indiquent que  le  R-PRL présente un 

poids mo l ku la i r e  apparent t rés  élevé, d i f fé ren t  de ce lu i  déf in i  pa r  analyse 

électrophorétique, après marquage pa r  aff ini té. Cette observation se rap- 

proche des caractérist iques précédemment décri tes pour  le  R-PRL de 

glande mammaire de lapine qui, après solubil isation p a r  le T r i t on  X-100 a 

un poids moléculaire de 220 000 Da (SHIU e t  FRIESEN, 1974a). De même un 

poids moléculaire apparent de 340 000 Da a été déterminé pour  les com- 

plexes "hormone-récepteur" obtenus avec les récepteurs hydrosolubles 



présents dans le foie de ra t  (AMIT e t  coll., 1984). Ces résultats dif fèrent 

de ceux obtenus avec le récepteur de foie de souris (LISCIA et  VONDER- 

HAAR, 1982b) pour  lequel la forme solubilisée pa r  le CHAPS possède un 

poids moiéculaire de 37 000 Da. Ce récepteur, qui a une af f in i té semblable 

sous forme membranaire ou solubilisé, semble donc structuralement diffé- 

r en t  des autres types de R-PRL. En ut i l isant  une  aut re  technique : l'HP- 

LC, nous avons confirmé que l 'étude de R-PRL 'humain solubilisé p a r  le 

T r i ton  X-100 présentait  un poids moléculaire apparent t rès  élevé, iden t ique 

à ce lu i  déf in i  p a r  gel-f i l t rat ion à basse pression (KATOH e t  coll., 1984). 

Les poids moléculaires apparents élevés obtenus pour  le R-PRL solu- 

b i l isé pourra ient  ê t re  liés à l'action du détergent, celui-ci favorisant 

l l 'agrégation des protéines e t  la formation de micelles. Mais il semble plus 

l 
l p robable que le récepteur est  composé de plusieurs sous-unités don t  une 

a u  moins, {a sous-unité l iant  l'hormone de croissance possède un poids 

moléculaire de 36 500 Da. II est  néanmoins d i f f ic i le  de préciser si le poids 

moléculaire élevé (230 000 Da) du R-PRL déf in i  pa r  gel-f i l t rat ion cor res-  

p o n d  au  R-PR1 complet ca r  des phénomènes d'agrégation des protéines 

réceptr ices en t re  elles, la formation des micelles ou  des liaisons hyd ro -  

phobes en t re  le récepteur e t  d'autres protéines peuvent se p rodu i re  en 

présence de détergent. Seul l e  récepteur pu r i f i é  marqué permettra i t  de  

mesurer son poids moléculaire exact. Par ail leurs, les p ics  mineurs ob- 

servés dans les p ro f i l s  dlélution du R-PRL solubil isé pourra ient  corres- 

pondre  à des produi ts  de  protéolyse du récepteur, ou  éventuellement à des 

sous-unités du récepteur. 

Le R-PRL humain solubil isé p a r  le CHAPS possède un rayon de Stokes 

(Rs) d 'environ 57 A e t  un coeff icient de sédimentation SZO, d 'env i ron 7 

S. Ces propr iétés hydrodynamiques, déterminées pa r  gel-f i l t rat ion e t  

u l t racentr i fugat ion su r  grad ient  l inéaire de saccharose, sont en accord 



avec ceux obtenus pour  les R-PRL d'ovaire humain (BONO e t  coll., 1983). 

Les résultats obtenus avec le récepteur de foie de r a t  (JAFFE, 1982 ; 

RAE-VENTER e t  DAO, 1983 ; HALDOSEN e t  GUSTAFSSON, 1987) montrent 

que la forme solubilisée pa r  le T r i ton  X-100 liée à son hormone, possède 
O 

un rayon de Stokes s i tué ent re  50 e t  61 A e t  un coefficient de sédimen- 

tation de  l 'ordre de  5 S. 

La technique de pur i f ica t ion des R-PRL p a r  chromatographie d'affi- 

nité, s u r  Af f i -gel  10 - hGH, permet d'obtenir des fractions partiellement 

puri f iées possédant une capacité de  l iaison moyenne de 20 000 fmoles par  

mg de protéines, correspondant à un facteur de pur i f ica t ion de l 'o rdre  de 

500 pa r  rappor t  aux fract ions membranaires de cellules T47-D. Le rende- 

ment protéique est  de 0,001 % e t  le rendement en  R-PRL, déf in i  à p a r t i r  

&o ext ra i ts  solubilisés déposés s u r  le gel, est environ de 8 %. Les résul- 

ta ts  obtenus avec les cellules T47-D sont à peu  près semblables à ceux 

observés avec la glande mammaire de lapine, pour  laquelle la f rac t ion 

par t ie l  lement pur i f i ée  présente une  concentrat ion en récepteurs d e  258 

pmoles p a r  mg d e  protéines, correspondant à un facteur de  pur i f icat ion 

p a r  r appo r t  aux membranes de 655 (KATOH e t  coll., 1985a). Le rendement 

protéique est de  0,014 % e t  le rendement en récepteurs d e  20,7 %. Les 

faibles valeurs du rendement e n  R-PRL, obtenues avec les cellules T47-D 

semblent ê t r e  dues à une adsorpt ion p lus  importante des récepteurs, qui 

sont en  quant i té t rès  faible pa r  rappor t  à la glande mammaire de  lapine, 

s u r  le ge l  de  chromatographie, a insi  qu'à une dégradation probable, se 

t raduisant  pa r  u n e  per te  de  capacité de liaison. D'autre part ,  malgré un 

g r a n d  enrichissement (500 fois) e n  R-PRL au  cours  de cet te  étape de 

puri f icat ion, les fract ions partiellement pur i f iées perdent  totalement leur 

act iv i té biologique a u  cours de  la conservation. 



En raison du problème que nous venons d'évoquer, des quant i tés 

suffisantes de R-PRL n'ont  pu Gtre pur i f iées ; nous n'avons donc pas pu 

mettre en oeuvre la préparat ion d'anticorps par  injection de ce produi t .  

Les anticorps polyclonaux dir igés contre les R-PRL de la glande 

mammaire de lapine e t  de  t ru ie  ne présentent pas, ou t rès  faiblement, 

d'act ivi té inh ib i t r ice  de la l iaison de l'hormone (hGH ou hPRL) aux R-PRL 

membranaires de  cancer du sein. Ces ant icorps ne sont pas non p lus  

capables dfimmunoprécipiter les complexes hormone-R-PRL humain. I ls 

reconnaissent pour tan t  de manière t rès  spécifique le site de  liaison e t l o u  

d'auires domaines des R-PRL du lapin ou  de la t ru ie  (DJIANE e t  coll., 

1985 ; KATOH e t  coll., 1 9 8 5 b )  ; ces anticorps peuvent aussi inh iber  la 

liaison de  I'oPRL à des R-PRL d'autres espèces (rat, vison) e t  d'autres 

t issus (foie, surrénale, ovaire)  (KATOH e t  coIl., 1984 ; BERTHON e t  

coll., 1 9 8 7 ) .  La situation es t  tou t  à fa i t  semblable lorsqu'on ut i l ise les 

ant icorps monoclonaux qui n e  reconnaissent pas (ou t rès  faiblement) les 

R-PRL humains. 

.Nos résultats mettent donc e n  évidence, pou r  la première fois, des 

dif férences majeures ent re  les déterminants antigéniques des R-PRL selon 

ilespèce, ce qui suggère que  ces sites pourraient  ê t r e  modifiés au  cours  de  

l'évolution. Néanmoins, une au t re  possib i l i té est  que  la différence observée 

prov ienne de la na tu re  cancéreuse du t issu ; l'étude du sein normal lequel 

es t  pou r  des raisons évidentes, t rès  di f f ic i le à obtenir,  permettra i t  de  

vé r i f i e r  cet te hypothèse. En t ou t  cas, l'absence d 'act iv i té de  ces ant icorps 

s u r  les R-PRL humains jus t i f ie  la recherche d'anticorps spécifiques que  

nous avons développée en u t i l i sant  l 'approche anti- idiotypique. 



L'immunisation des lapins coritre des I g G  anti-prolactine humaine on t  

permis d'obtenir des sérums immuns anti- idiotypiques dir igés contre l 'uni té 

réceptr ice de la prolactine. Les anticorps anti-idiotypiques, à une d i lu t ion 

de  1/100ème pour  les prélèvements correspondant aux dernières inject ions 

de rappel, inhibent d 60 % la liaison de l'hormone (hPRL ou  hGH) a u  

R-PRL des cellules T47-D . Ces ari t icorps sont incapables d'immunopré- 

c ip i ter  les complexes "hormone-récepteur1'. Ceci suggère que  les sérums 

immuns renferment des anticorps anti- idiotypes de  la catégorie "images 

internes1' d i r igés cont re  le s i te de  l iaison à l 'antigène du premier ant icorps 

(anti-prolactine) . Ces résul tats sont analogues à ceux précédemment dé- 

c r i t s  pou r  les ant icorps anti- idiotypiques p rodu i t s  contre les ant icorps 

anti-prolactine de  breb is  ou  anti-prolactine de r a t  (AM1T et  coll., 1986). 

Ces ant icorps anti- idiotypes n' inhibent pas o u  peu la liaison de I1hor- 

mone a u  R-PRL de glande mammaire de  lapine ; p a r  contre, i l s  préc ip i tent  

faiblement le  récepteur solubil isé de lapin lorsqu' i l  est occupé pa r  l1hor- 

mone, reconnaissant donc des régions de  l 'unité réceptr ice de  la g lande 

mammaire de lapine e n  dehors du si te de  liaison. Ces résultats, e n  accord 

avec les précédents, confirment que les déterminants antigéniques du 

récepteur de la prolact ine humaine ne sont pas les mêmes que  ceux du 

r k e p t e u r  de  fa glande mammaire de lapine. Ces anticorps anti- idiotypes 

apparaissent p lus  spécifiques de l'espèce humaine. 

Les résul tats de  I'immuno-électro-transfert montrent que les ant icorps 

anti- idiotypiques sont  capables de reconnaître l 'uni té réceptr ice du R-PRL 

humain de  poids moléculaire identique à celu i  déterminé après marquage p a r  

a f f i n i té  (36 000 Da). La présence d'autres bandes de marquage p lus  d i f f u s  

peu t  correspondre soit  à des liaisons d'anticorps (ut i l isés à concentrat ion 

élevée) s u r  des protéines membranaires autres que le récepteur soit  à la 



l iaison su r  une sous-unité du récepteur dissocié (conditions dénaturantes) 

ne  contenant pas le s i te spécifique. Ceci confirme les résultats que  nous 

avons obtenus en immunopréci pi tant  les complexes "hormone-récepteur" 

avec la protéine A qui met en évidence une  faible liaison de ces ant icorps 

en  dehors du site de liaison. 

Les résul tats du t rans fe r t  on t  montré non seulement que les  immun- 

sérums anti- idiotypiques étaient spécifiques du récepteur humain, mais 

aussi que l 'anticorps anti- idiotype est  une immunoglobuline G. En effet, 

I'anticorps marqué à la peroxydase, ut i l isé pou r  révéler  I 'anticorps anti-  

id iotype est  d i r igé spécifiquement contre les immunoglobulines G de lapin. 

Sa réaction avec l 'anticorps anti- idiotype ne  peut  donc ê t re  expl iquée que 

pa r  le  fa i t  que  I'anticorps anti- idiotype est  de type IgG. 

En conclusion, les résul tats d'immuno-électrotransfert conf i rment que 

les ant icorps anti- idiotypiques que nous avons préparés reconnaissent 

spécifiquement le si te d e  l iaison du récepteur prolact inique humain. 

t e s  ant icorps anti- idiotypes présentent  non seulement un in té rê t  

fondamental dans I'immunorégulation du système immunitaire mais aussi, on t  

des retombées prat iques dans d ive rs  domaines. En effet, i l s  sont ut i l isés 

comme nouvelles sondes moléculaires pou r  l 'étude des récepteurs cel lu- 

laires, comme moyens de  compréhension de  certaines pathologies auto- 

immunes e t  comme out i ls  thérapeutiques. L'approche anti- idiotypique pré-  

sente un g r a n d  in térê t  dans l 'étude des récepteurs de surface cel lulaire e t  

p lus ieurs  applications d'anticorps anti- idiotypes à cet te  étude o n t  été 

revues récemment. Des résul tats remarquables on t  été obtenus dans ce 

domaine (Tableau Il). Les études effectuées s u r  les récepteurs de surface 

cel lulaire o n t  montré l ' in térê t  considérable des ant icorps anti- idiotypes 



di r igés contre les ant icorps anti-hormone, en part icul ier  s u r  le p lan de 

leur  capacité d e  liaison spécifique aux récepteurs de l'insuline, de la TSH 

e t  a u  récepteur bêta-adrénergique. 

Ainsi, l 'ut i l isat ion des anticorps anti- idiotypes a permis à STROSBERG 

e t  coll. (1982) de p u r i f i e r  la sous-unité 60 000 Da du récepteur bêta- 

adrénergique, e t  à WASSERMANN e t  coll. (1982) de comprendre le méca- 

nisme de la myasthénie. Enfin, il apparaît clairement que cet te approche a 

fait la preuve de  son indiscutable fécondité dans le domaine des récepteurs 

membranaires . 



Tableau I I I - Ant icorps anti-idiotypes reconnaissant des récepteurs cellulaires 

I mmunogène Récepteur Signal induit pa r  l 'anticorps Cellule Références 

Itisul ine de l ' insuline Capture de l'acide alpha- Thymocytes 

amino-isobutyrique 

Inhib i t ion de la l ipolyse Adipocyte 

SECE, PETERSON (1978)  

SHECHTER (1982)  

RBP Captation du rét ino l  Rétinol SECE, PETERSON ( 1978) 

Catécholamine 

Thyréotrope 

des bêta-adrénergiques 

à TSH 

Activat ion ou inhib i t ion 

de  I1adénylcyclase 

Peptide chirnio- du peptide chimiotactique 

Bis Q de l'acétylcholine - 

Activat ion de I'adénylcy- 

clase, augmentation de la 

vitesse de  pénétrat ion de  

l'iode dans les cellules for- 

mation fol l iculaire 

Cellule épithéliale 

intestinale 

Ery throcyte  nucléé SCHREIBER (1980)  

Cellule thyroïdienne - 

Cellule neutrophi le MARASCO ( 1982) 

- WASSERMAN ( 1  982) 



CONCLUSION 



L'objet de  cette étude était  de comparer les caractérist iques bio- 

chimiques des R-PRL en situation physiologique dans la glande mammaire 

de lapine e t  en  pathologie cancéreuse dans les lignées cellulaires épithé- 

Iiomateuses de  cancer du sein. Les similitudes apparaissent aussi b i e n  su r  

les caractérist iques générales de liaison de ces récepteurs que s u r  leurs 

propr iétés chromatographiques, hydrodynamiques e t  électrophorétiques. Par 

contre, nous avons pu mettre en  évidence des diffkrences antigéniques 

importantes en t re  les R-PRL humains e t  les R-PRL d'autres espèces puis- 

que  des ant icorps anti-R-PRL de lap in  e t  de t r u i e  ne reconnaissent pas  les 

R-PRL humains e t  qu'inversement les anticorps anti-R-PRL humains, que 

nous avons préparés, n e  reconnaissent pas les R-PRL de lap in  et  de  t ru ie .  

II existe donc vraisemblablement des différences structurales importantes 

en t re  ces deux types de  récepteurs. 

L'obtention d'anticorps anti- idiotypiques anti-R-PRL humains nous 

permettra de mettre en oeuvre la pur i f ica t ion de ce récepteur pa r  immuno- 

aff ini té. Cette méthode a déjà été fructueuse dans d i f férents  modèles. La 

pur i f ica t ion des R-PRL nous permettra une caractérisation p l us  complète du 

récepteur qui pou r ra  ê t r e  marqué à l'aide d'un isotope radioactif. 

Ces ant icorps nous permettront  aussi de  réaliser un dosage radio- ou  

enzymo-immunologique des R-PRL tumoraux, qui sera ut i l isable p a r  les 

cliniciens. 

Le gène du R-PRL dans le foie de r a t  a été tout  récemment cloné 

(BOUTIN e t  coll., 1988) e t  celui du R-PRL dans la glande mammaire de 

lapin est  en cours. La comparaison de  la séquence du R-PRL dans le foie 

de r a t  e t  du récepteur de  f'hormone de croissance dans le foie de lap in  ou 



humain met en évidence des homologies ent re  ces récepteurs (LEUNC et 

coll., 1987). 11 y a 30 % d' identi té de  séquence ent re  ces deux protéines 

quand on  ne t ient  pas compte du domaine cytoplasmique de la molécule qui 

est t rès  cou r t  pour  le R-PRL dans le foie. Les études d'expression du 

gène du R-PRL dans le foie de r a t  montrent que le R-PRL est  une protéine 

de  masse moléculaire re lat ive de 40 000 Da qui n'a pas besoin d'être asso- 

ciée à d'autres protéines pou r  l ie r  l'hormone. 

II est  logique d'envisager maintenant le clonage du R-PRL humain à 

p a r t i r  soit d'un t issu normal comme p a r  exemple le  foie, soit  de cellules 

tumorales comme les TY 7-D af in  d'effectuer les -compa raisons avec les 

récepteurs connus. Les anticorps que  nous avons préparés seront d'une 

extrême u t i l i t é  dans le cr ib lage des génothèques humaines e t  ce d'autant 

p lus  que  s i  des dif férences importantes existent en t re  les R-PRL humains 

dans les tumeurs e t  d'autres espèces, comme nos résul tats le suggèrent, 

les sondes préparées à p a r t i r  de foie de r a t  ou de glande mammaire de 

lapine pourra ient  ne  pas ê t re  uti l isables dans I'espéce humaine. 
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