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Ii semble admis maintenant que la transformation ( ou 
activation ) d u  complexe hormone ,glucocorticoïde - recepteur 
est concomitante d'une conversion de c:e dernier d'une forme non 
transformeé, ayant un haut poids nioleculaire, à la forme trans- 
forniGe de petit poids moléculaire. 

Plusieurs arguments indépendants plaident en faveur d'une 
structure hétérooligomérique pour le complexe non transformé 
qiii comprend en plus de la sous iinité protéique liant l'hormone 
glucocort.icoïde; 
- Deux sous-unités protéiques non liantes possédant chacune une 
masse moléculaire de 90 KD.  
- [;ne molécule d'.ARS d'environ 36 i iD 

Ilans le cadre de cette these, nous nous sonimes particu- 
lieretnent intéresse à l'éti~rie fie la protéine 90 KD non liante 
libre. Pour ce faire, nous avons mis au point un protocole de 
pur if ication cte cette protbirie, i-np i d e  et sinipli:. Cei.ui-ci est 
bas6 sur l'usage consécutif d e s  Chromatographies Liquides, 
ct'érhanqe cl'ion et d'esclusion de taiile, silr s:lpports à Haute 
Performance (HPLC) ; la protéine ainsi purifiée nous a permis : 
. La déterrninaticn cle ses paramètres physicochimiques. 
. L'identification d'une partie de sa séquence 'Y-terniinale. 
. Le dé~elnppement d'un anticorps polyclonal, que nous avons 
utilisé en paralléle avec l'anticorps monoclonal(AC 8 8 ) ,  
fourni par TÛFT pour : 
. La incal isat ion inimunohis tochintique intracellulaire de la 
protéine 90 kD, dans deux lignées cellulaires différentes. 



Rappel de  l a  r iomenclature d e s  a c i d e s  aminés ~ i a n s  l e  corle a une 
i e t t r e .  

A : .ILI G : b1.T M : YET 5 : SER 
(; : CTS H : HIS 5 : AS\ T : THR 
D : ,iSP 1 : ILL P : PRO V : VAL 
E : GLI; ii : Ll-S O : GLX I: : TRP 
F : PHE L : ~ i , l  R : AKG Y : l Y K  

A C 8 8  : A n t i c o r p s  ~ l o n o c l o n a l  Ant i  88 KD 

-\DY : Acide Desoxvribo S u c l e i q u e  

ADXc : A U 5  complémenta i re  

.\kE : .iniirogen Respons ive  Elentent 

A R 5  : Acide Ribo Nuclé ique  

ERE : Es t rogen  Respons ive  Ëlèi!ie.nt 

G R E  : G l  i i c o c o r t i c o ~ d  R e s p o n s i ~  e Element 

t iPLEC : ff igh Perforniance I o n  Exchnnge Chromatographv 

HPSEC : High Performance S i z e  Exc lus ion  Chromatographv 

HRE : Hormone Respons ive  Element 

HSE : Heat. Shock Element 

HSP : Heat Shock P r o t e i n  



HSTF : Heat Shock Transcriptional Factor 

HTC : Hepatoma Tissue Culture 

IS25 : Immunserum 25 

KD : Kilo Dalton 

LTR : Long Terminal Repeat 

MMTV : Mouse Mammary Tumor Virus 

nti : nuclear transfer increased 

PAGE/SDS : Poly Acrylamide Gel Electrophoresis / Sodium Dodecyl 
Sulfate 

PVDF : Polyvinylidene DiFluoride 



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 



Les hormones g l u c o c o r t i c o ï d e s ,  comme l e s  a u t r e s  hormones s t é r o i d e s  

( o e s t r o g è n e s ,  p r o g e s t é r o n e s ,  and rogènes ,  m i n é r a l o c o r t i c o ï d e s ,  1 , 2 5  

d ihvdroxy  Vi tamine  D3) e x e r c e n t  l e u r  a c t i o n  en c o n t r o l a n t  l a  

t r , i n s c i p t . i o n  des  .ARS messagers  codés  p a r  d e s  gènes  dans  l e s  t i s s u s  

t iorniono-sensibies .  I l s  nioclulent a i n s i  l a  s y n t h e s e  d e s  p r o t é i n e s  

r e s p o n s a b l e  de l e u r  e f f e t s  h i o i o g  iijues , ( . i i i i  c once rnen t  d e s  f o n c t i o n s  

d i v e r s e s  e t  e s s e n t i e l l e s :  l a  r e p r o d u c t i c n ,  l a  d i u r e s e ,  l e  mktaboiisnie  du 

t i s s u  o s s e u x .  La c l a s s e  :Les horiiic,nes gLl~cc:cort ico'iiles possetle l a  

p a r r . i c u ? a r i t é  d ' i n f l u e n c e r  l e  mStabolisrr!e d ' u n  grand  nombre de t i s s u s .  

D'une f a ç o n  g é n é r a l e ,  l e s  g lucoco r t i i . o? i l e s  e x e r c e n t  des  e f f e t s  

c a t a b o l  i q u e s  impl iqtiant. l a  d é g r a d a t i o n  d e s  1 i p i d e s  e t  d e s  p r o t k i n e s  dans 

Le t i s s u  a d i p e u x ,  l e  t i s s u  lymphoïde,  1- t i s s u  c o n j o n c t i f  e t  dans  l e  

inuscle ,  e t  d e s  e f f e t s  anahoi  i q u e s ,  comnie l ' j ndilct ion de c e r t a i n s  enzynies 

( p a r  exrniple  l e s  t r a n s a m i n a s e s )  dans  l e s  c e l l i i l e s  h é p a t i q u e s .  Dans 

t o u t e s  c e s  r é a c t i o n s ,  l ' a c t i o n  g l o b a l e  d e s  g l u c o c o r t i c o ï d e s  e s t  d e  f a i r e  

f a c e  à d e s  s i t u a t i o n s  de s t r e s s  en  r e n f o r ç a n t  l a  r é s i s t a n c e  

de  l ' o r g a n i s m e .  

Le mécanisme d ' a c t i o n  d e s  g l u c o c o r t i c o ï d e s  e t  d e s  hormones 

s t é r o i d e s  e n  g é n é r a l  e s t  g loba l emen t  b i e n  é t a b l i  : 

Dans une p remiè re  é t a p e ,  l e  s t é r o i d e  ç e  l i e  à un r é c e p t e u r  

p r o t é i q u e  dans  l e  c y t o s o l  ; c e  conipiese fornié s u b i t  e n s u i t e  une é t a p e  de 

t r a n s f o r m a t i o n  ( o u  a c t i v a t i o n ) ,  q u i  l u i  permet  l a  n i i g ra t i on  v e r s  Le 

noyau c e l l u l a i r e ,  où il i n t e r a g i t  avec l ' A D 5 .  I l  e s t  a c t u e l l e m e n t  admis 



q u ' à  l ' é t a t  non t r a n s f o r m é ,  e t  en  absence  du s t é r n i . d e ,  l e  rkcep te i i r  s e  

t r o u v e  a s s o c i é  à d ' a u t r e s  f a c t e u r s  p r o t é i q u e s ,  en  p l u s  de  l a  s o u s - u n i t é  

l i a n t  l e  s t é r o i d e .  Parmi ceux -c i  f i g u r e  l a  p r o t é i n e  90 R D  non l i a n t e  q u i  

a f a i t  l ' o b j e t  de  p l u s i e u r s  p u b l i c a t i o n s .  En e f f e t . ,  il s ' a v è r e  que c e t t e  

p r o t é i n e  f o r t e m e n t  c o n s e r v é e  a u  c o u r s  de l ' é v o l u t i o n  e s t  indui t .e  p a r  l e  

choc thermique  e t  d ' a u t r e s  s t r e s s  chini iques.  

Dans l e  c a d r e  d e  c e t t e  r .hese,  l ' o b j e t  rie n o t r e  t r a v a i i  conce rne  l a  

p u r i f i c a t i o n  e t  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  de c e t t e  p r o t é i n e  QU KD chez l e  r a t .  

Avant d ' e x p o s e r  nos r&si.il t ; i r .  s ,  v o i c i  iine r evue  t i i b l i o g r a p h i q u e ,  

t r a i t a n t  du choc the rmique  et.  d e s  p ro t - é ines  a s s o c i é e s ,  a i n s i  que du 

r é c e p t e u r  des  hormones g l u c o c o r t i c o ï d e s .  



1 - CHOC THERMIQL;E ET PROTEISES ASSOCIEES 

1.1. Généralités 

Comme l'estiment tous les biologistes, il existe une relation 

étroite entre la vie et l'environnement, et la température v joue un 

rôle critique. La croissance des plantes est notamment sensible à la 

température. Les étapes critiques dans la vie d'une plante telle que la 

germination, la floraison et la fin rle la clormance peiivent et.re 

manipulées en appliquant. certains traitements thermiques. La vie animale 

se limite à une fnurchett-e étroite de température, néanmoins, on sait 

qu'une exposition de quelque temps à une température proche de la 

température léthale conduit souvent à un degré d'adaptation connu irïus 

le nom de thermotolérance. Cette réponse particulière au choc thermique 

a con si der ah le in en^ üt.t ir-6 1 ' attention des biochimistes et [les 

biologistes moléculaires cette dernière décade, d'ou une acciimulation 

rapide cte données expérimentales, non seillement au niveail moleculaire rie 

la t.hermot.olérance acquise. mais aussi au niveau du métabolisme du 

stress (thermique, chimique) en général. 

1.2 - Caractérisafion de la réponse au choc thermique -- -- 

L'étude de la réponse au choc thermique a commencé en 1962, en 

effet, RITOSSA, 1962, rapporte qu'une exposition brève des larves de 

Drosophila hydei à 3 O C C ,  soit 3 - C  au-dessus de la température normale, 

induit des aitérations dramatiques dans l'activité génétique de cette 

drosophile, tels qu'en ténioignent les changements observés dans les 

chromosomes des glandes salivaires (figure 1). Fendant une dizaine 

t l '  années, cette reponse est. étudiée seulement au niveau cvtologique ; 



Figure 1 - Réponse des chromosomes de ~rosophila mélanogaster à un choc - thermique. Dans la nature, ces mouches croissent normalement à 
des températures inférieures à 37OC. Lorsqu'elles sont exposées 
à une température de 37OC pendant 40  mi^, (des "puffs" apparaissent 
à des sites caractéristiques (87C et 87 A) sur les chromosomes des 
glandes salivaires. 
Les photos a et b comparent ces sites sur des chromosomes provenant 
d'animaux soumis à un choc thermique. La synthèse active d'ARN 
est décelée par incorporation de 3~ uridine et autoradiographie Cl. 
La photo du haut montre l'incorporation du marqueur après un choc 
thermique et celle du bas, l'incorporation à une température 
normale. D'après ASHBURNER et BONNER (1979), BONNER et PARDUE 
(1 976) . 



néanmoins, de nombreuses et importantes observations ont été tirées. Il 

a été montré notamment que ces "puffs" sont : 

- aussi induits par d'autres types de stress (ASHBCRSER, 1970 ; 

BEREYDES, 1968) 

- ils sont produits dans l'intervalle de quelques n1inut.e~ 

- ils sont associés a des ARS messagers nouvellement synthétisés 

- ils se trouvent rians d'dutres espec:es que la cirosophile ilans 

différents tissus (RIT0SS.i. IQ66) 

- et finalement, leur apparition est concomittante H la disparition ou 

répression d'autres "puf£s" qui etaient actifs (LEEKDERS et BERENDES, 

1972)  avant le traitement. 

En 1974, T I Ç S T E R E S  et ,il. in<~~igurent l'analyse molécnlaire de cette 

réponse thermique en rapportant. que l'induction des "puffs" coincidê 

avec la synthèse d'un petit nombre ite noii-L,elles proté.ines. A partir cie 

là, des investigations aussi bien sur Ie plan biochimique que sur le 

plan génétique ont été rapportées chez les cellules de drosophile en 

culture. On sait actuellement que ces cellules poussent normalement à 

2 5 " C ,  qu'il y a induction des protéines de choc t-hermique "HSPs" quand 

la température est élevée entre 29-38'C (LINDQVIST, 1980). A de telles 

tenipératiires, des ARX messagers correspondant aux HSPs apparaissent dans 

le  toplas las me pendant quelques minutes et sont énergiquement traduits 

aussi longtemps qtie les cellilles sont maintenues à températiire élevée. 

Dans le niême temps, la transcription d'aiitres gènes (JAYRICH et d l . ,  

1977 ; FTNDLEY e t  a l . ,  1981 ; SPRADLISG e t  al., 1975) ainsi que la 

traduction des ARS messagers préexistants sont réprimés (LINDQVIST, 

1981 ; KELLEY e t  a l . ,  1982). 



C'est seulement après retour à une température normale que les 

cellules reprennent leur rythme de vie normal (DI DOYENICO et al., 

1982a, 1982b). On sait désormais que la réponse au choc thermique se 

produit chez les bactéries, les plantes et les animaux et que 

l'induction des HPSS est aussi rapide dans tous les oïgdnismes 

(SCHLESI.V(;ER et al. , 1982 ) . Seule la température maximale d ' iririuc tion 

varie selon les organismes. Gonerülement, les organismes qui tolèrent 

une large fourchette de température répondent à un choc thermique à une 

température se situant entre 1 0 ' C  et 1 5 ' C  ail-dessus de La temperat-ure 

optimale de croissance. Par contre, les organismes qui ne supportent 

qu'une echeile restreinte de température, présentent une induction 

maximale de HSPS a la température d'environ 5 C au-ciessus de leiir 

opt imilm. 

1.3 - Proteines tle choc t h e r m i s  

On définit les protéines de choc thermique comme étant des 

protéines dont la svnthèse est dramatiquement induite à des températures 

élevées. De telles protéines existent à l'état normal et à des 

concentrations relativement importantes selon les organismes. 

L'estimation de leur poids molécùlaire est basée sur la technique 

d'électrophorèse en gel de polvacrylaniide en milieu dénaturant (voir 

Tableau 1). A côté du traitement thermique il existe une multitude 

d'inducteurs de la synthèse de ces HSPS, tel que l'éthanol (LI, 1983), 

les niétailx de transition, l'arséniate de sodium, Ses réactifs de thiols 



Nucleolur N o m l  nuckolrr 
comywncni 

Normal r-cll componeni 
identical wiih memhrinc 
proieins induccd by 
glucose deprivaiion 

Norni:tl a l1  coniptnciii: 
asrociüiu wiih 
sieroid recxpim 

Phosphorylaiion Golgi 

hsp 84 Mcihylaiion. Cyt<nol 
phosphorylition und 
ADP-riborylation 

Phosphorylüiion Cytoplürm. 
cytoskclcion: 
migniiun to 
nirclciir ;ind 
nuclcolus ancr 
brut shak 

Mitochondria 
Glycuxylüiion 

Nuclwr m ~ i r i x  
üncr hcni shock 

Phnir 
VCrtchr~ieS 
Drustphilu 

Aggrcgaic aricr 
hcai shwk to 
give cyioplürtnic 
granula 

Hsp II. hsp $2 
tranrywrtrd to 
chlorc>plÿrts 

TABLEAU 1 - Les p r o t é i n e s  d e  choc thermique  chez  les e u c a r y o t e s .  - (D ' ap rès  ASHBURNER e t  BONNER (1979), SCHLESINGER e t  a l .  (19821, . -  
NEIDHART e t  a l .  (1984) e t  KEY e t  a l .  (1982).  

lnduan Non-indunn 

Cyl ic AMP a 
Ruiyr;itc 
l)iiirciliyl riilphoxiik 
1'1111rl~~l cstcrs 1 

( 'o lc l~ iç i i~  ' 
t ~ y l e ~ l t : t l ~ t s i ~ t  Il 1 

C'ycloltcxiiciiilc 1 

A~:icytitliiie " 
Ouihain f 
Calcium ionophore 
Arniloridc 1 

H,O, ' 
NüCn 1 
NaF 
Dinitrophenol J 

Azide f 

Glucose siarveiioti rullowd 
by rcfeeding * 

TABLEAU II - I n d u c t e u r s  d e  l a  s y n t h è s e  d e s  p r o t é i n e s  d e  choc  thermique  dans  - l e s  c e l l u l e s  d e  mammifères. 

a c Réfé rences  : BURDON e t  a l . ,  1982, b ~ ~ ,  1983, THOMAS e t  
MATHEWS, 1984, d~~~~~~~~ e t  SUBJECK, 1983, 

e~IETSCHRIEVE, 1982, BURDON e t  GILL ( t r a v a i l  
non pub1 i é )  . 



(LEVIXSOS et al., 1982), et des analogues structuraux de certains acides 

aminés quand ils sont incorpores dans les protéines (Tableau II) (THOMAS 

et MATHEKS, 1984). D'autres situations de stress sont connues pour 

intensifier l'anabolisme de ces HSPs par exemple la réoxygénation après 

anoxie (SCIANDRA et SUBJECK, 1983, SCIASDRA et al., 1984) ou encore 

l'apport de glucose chez des cellules préalablement soumises a une 

privation (KAS-MBALIDES et LASKS, 1983) (voir Tableau II). 

.\ travers cette discussion, i.1 est important de se rappeler que la 

réponse des cellules au choc thermique est très complexe, si bien que 

dans la littérature, il existe plusieiirs sources de confusion. Par 

exemple les produits de dégradation des HSPs sont identifiés à tort 

comme de nout-elleç HSPs i YITCHELL et al., 1985). De pli-IS, plusieurs 

auteui-s ont mis en évidence des protéines mineures dont la syrithese est 

c e r t e s  augmentée par le traitement thermique (.ALDERSON et al., 1982 ; 

REITER et PEKMAS, 1983), mais dont l'étude n'a pas été poursuivie. Se 

serait-ce que pour ces detix raisons, nous nous limitons à 1-leux familles 

de protéines de choc thermique : les HSPS 90 KD et les HSPS 70 LD, qui 

sont hautement conservées au cours de l'évolution, et bien connues à la 

fois sur les plans biochimique et génétique. Par ailleurs, au cours de 

l'étude de la réponse primaire dans les fibroblastes embrvonnaires de 

poulet soumis au stress, on a identifié une protéine de choc thermique : 

l'iibiquitine. Elle coinporte 76 r~sicius d'acides aminés et est fortement 

conservée chez tous les eucarvotes (BOND et SCHLESINGER, 1983, 1986). 

Deux fonctions lui sont attribuées : tout d'abord, la modification des 

histones H2A et H2B durant l'interphase (le la croissance cellulaire, 

pilis 1 a dégradation protéolytique de certaines protéines c-elluiaires . 



Cette dernière activité, qui a ciejà été postulée pour les protéines 

normales ayant une demi-vie courte (LIELHANOVER et al., 1984 )  est 

requise aujourd'hui pour expliquer l'élimination des protéines anormales 

accumulées dans les cellules stressees (HERSHKO et CIECHANOVER, 1982) 

(voir figure 3). 

1.4 - Régulation de la réponse au choc thermique 

X part le facteur température, l'induction de la synthèse des HSPs 

dans les cellules de mammiferes peut être provoquée par une multitude 

d'autres facteurs physico-chimiques (voit- Tableau II), qui sont aussi la 

cause d'une accumulation massive de protéines endommagées ou dénaturees, 

suite à une augmentation du métabolisme cellulaire. Ceci explique les 

difficultés pour 4t.iiblir un mécanisme moléciilaire responsable du 

iléclenchement de ce processus d'irictuction chez ces cellules. bia~imoins à 

l'aide du modèle génétique des HSPS 70 K D  de la drosophile apparait un 

mécanisme fondamental d'induction de ces protéines hautement conservées 

au cours de l'évolution. En effet, quand les gènes de HSPS 70 KD de 

drosophile sont introduits dans des cellules de souris, de singe, dans 

des oocytes de Xénope, de levures ou encore dans du tissu de tabac, ils 

sont activement et exclusivement transcrits lorsque les cellules 

réceptrices sont exposées à des températures élevées (PELHA?, 1982, 

1985 ; CORCES et a l . ,  1981 ; BIENZ, 1984 ; VOELLMY et RCSGGER, 1982 ; 

Mc MAHON et al., 1984 ; <4YME et TISSIERES, 1985 ; de BANZIE et al., 

1986 ; SPESA e t  d l . ,  1985). Cette npproche expérimentale a été abordée 

pour évaluer les effets de délétions de la séquence ~ ' A D N  introduite, 

dans le but de déterminer la position, et la nature des eléments de la 



séquence d'ADN responsables de la régulation de l'induction de la 

transcription des gènes des HSPs (PELHM, 1985 ; AYME et TISSIERES, 

1985). C'est ainsi que dans le cas des gènes HSPs 70 KD, PELHAM (1982) a 

identifié une petite séquence spécifique du choc thermique chez les 

cellules COS de singe, localisée à environ -20 nucléotides en amont de 

la séquence "TATA BOXt' et conservee dans tous les promoteurs chez les 

eucarvotes. En plus, la comparaison de cette séquence minimale avec les 

séquences d'autres gènes HSPs chez la tlrosophile, donne une homologie 

apparente baptisée séquence "consensus", et comportant en particulier 

ies nucléotides C---GAA---TTC---G, que PELHAM (1985) appelait élément (lu 

choc thermique ou HSE (voir figure 2) .  Cne séquence similaire a été 

détectee dans différents gènes provenant de différentes espèces, v 

comprls les plantes (SCHOFFL et B,AL\IAN?;, 1985) .  En outre, il paraît que 

cet HSE possede, comme les séquences activatrices (Enhancer), la même 

efficacité quelle que soit sa distance de la séquence "TATA Rot;". Ces 

resultats sont extrèmement préc~eux, il5 laissent clairement supposer 

l'existence d'une séquence spécifique et commune de la réponse au choc 

thermique, mais ils ne peuvent pas expliquer le niécanisme de regulation 

des gènes des HSPs. D'autres facteurs transcriptionnels interviennent à 

n'en pas douter dans le contrôle de cette régulation. A ce propos, et 

suite à des expériences de digestions chromatiniennes réalisées chez la 

drosophile, il a été possible à WU (1984) d'établir que la séquence 

"TATA BOX" est protégée par des protéines avant et après le choc 

thermique, alors que la séquence "HSE" l'est seulement après le 

traitement thermique. WU montre que la transcription des gènes HSP 

semble correlée avec la présence dans le novau (le la drosophile d'une 



protéine liant l'élément "HSE" (PARKER et TOPOL, 1984) .  Cette protéine a 

été isolée par ces auteurs, elle se lie effectivement à 1'HSE des gènes 

HSPs 70 KD, mais uniquement chez la drosophile. Quoi qu'il en soit, ce 

facteur est appelé facteur transcriptionnel de choc thermique ou 

"HSTF" ; cependant, une question reste posée : le choc thermique 

modifie -t- il les modalités de l'interaction HSTF-HSE ?. Des 

expériences d'extraction de le "HSIF" montrent que ce dernier ne possède 

pas La même structure dans les cellules de drosuphlle prétraitées que 

dans les cellules intactes (PARKER et TOPOL, 1986).  Ces auteurs 

envisagent donc que suite au choc thermique, 1'HSTF subit des 

altérations à la fois structurales et spécifiques nécessaires poui- se 

lier à la séquence "HSE" et permettre ainsi à l';\RN polvmérase 11 cle 

coulisser sur l'AD5, comme le montre la figure 2. 

Le mécanisme réel d'activation de cet "HSTF" est mal connu ; 

néanmoins, en tenant compte de toutes les connaissances acquises sur le 

choc thermique, on peut l'imaginer comme suit (figure 3) : 1'indiict.ion 

des gènes tronqués dans les cellules de mammifères, ou le traitement 

avec des analogues d'acides aniinés produira la synthèse de protéines 

aberrantes. D'autres traitements, tel que le chauffage ou l'éthanol, 

endommageront les protéines ce1lulaire.s par dénaturation ou par des 

mécanismes impliquant des radicaux libres. 

Les protéines aberrantes ou endommagées sont ensuite reconnues par 

le système de dégradation dépendant de l'ubiquitine et requiérant de 

11.4TP. Toutefois, il est suggéré que la forme normalement "inactive" de 

HSTF existe sous une forme liée à l'ubiquitine. Ainsi, la déplétion des 

taux cellulaires d'ubiquitine libre, due à l'augmentation du taux de 
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Figure 2 - Mécanisme hypothétique d'activation du gène HSP par des facteurs de 
transcription. D'après BURDON (1986) 
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Figure 3 - Comment des protéines cellulaires endommagées peuvent stimuler - l'induction de la transcription du gène HSP. D'après BURDON (1986) 



protéines aberrant-es provoquera une élévation des taux d'HSTF libre (non 

liée a l'ubiquitine). Alternativement, d'autres mécanismes qui 

n'impliquent pas l'ubiquitine peuvent générer une altération de la 

structure de I'HSTF "inactive" en HSTF "active" (e.g. Dénaturation, 

dommages par radicaux libres, clivage protéolytique). 

D'autre part, DI DOMENICO et al., 198Sb cnt montre que l'activation 

transcriptionnelle des gènes HSP est un phénomène transitoire, dont la 

régulation dépend de l'accumulation des protéines HSPS elles-mêmes. En 

d'autres termes, l'accumulation spécifique des protéines HSPS peut à 

elle seule réprimer ses propres gènes. Cetfe hypothèse d'autorégulation, 

qui n'est pas nouvelle, prévaut au dépend d'une autre qui stipule une 

migration complète des HSPs 70 kD vers le noyau après le choc thermique 

(WELCH et FERMISCO, 1984) .  Le même phénomène est visualisé pour 1'HSP 

90 KD des cellules d'embryons de souris, soumises à deux chocs 

thermiques successifs (COLLIER et SCHLESISGER, 1986). Ainsi, les HSPS 70 

KD ont été associées aux ribonucleoprotéines nucléaires (KLOETZEL et 

B A U T Z ,  1983). De telles associations peuveiit avoir un rôle important 

dans le phénomène d'autorégulation. 

1.5 - Fonctions des protéines de choc thermique 

1.5.1 - Interaction HSP 70 KD - Protéines 

X partir des données présentées dans les paragraphes précédents, il 

est évident que les HSPs 70 KD et leurs gènes sont impliqués dans une 

variété d'activités cellulaires dont la pertinence ph~siologique dans 

des conditions norinales de croissance reste discutable. Parmi celles-ci, 

nous distinguons: 



i) le désassemblage des cages de clathrine (appelées encore 

"triskelions" des vésicules recouvertes). 

ii) la catalyse chez E. coli (dont l'homologue de 1'HSP 70 KD est appelé 

DKA-K) de l'étape d'initiation de la svnthèse de DNA du phage. 

iii) la protection du niicléole après dommages thermiques. 

iiii) enfin, les HSPS 70 KD possedent un rôle dans la reconnaissance de 

certaines protéines qu'elles lient dans le but de leur faciliter le 

passage à travers les membranes compartiment.ales (figure 4). Elles 

peuvent se lier également à des protéines endommagées pour empêcher leur 

agrégation dans la cellule. (FINLEY e t  al., 1984 ; PELHA!!, 1986). Notons 

que ces activit-és qui semblent a priori disparates se résument toutes A 

une rupture ( intermoléculaire ou intramoléculaire) d'interactions du 

type protéine-protéine. Ce sont en outre des réactions mettant en jeu 

l'hydrolyse d'ATP, énergie nécessaire et suffisante à ce type de 

p~txcqsus selon LINDQUIST et CRAIG, 1988 ; DESHAIES e t  al., 1988). 

Cela est confirmé par le fait que toutes les HSPs 70 KD possèdent une 

affinité importante vis-à-vis des molécules  ATP. P. 

Sur la base de tels résultats (PELHAM. 1986 ; LEWIS et PELHAM, 1985) 

suggèrent un modèle général dans lequel les HSPS 70 KD se lient à des 

régions hydrophobes des protéines, régions exposées soit naturellement 

ou suite à une dénaturation. Cette liaison peut avoir un caractère 

réversible par hvdrolvse de l'ATP, cela dans le but de prévenir ou de 

rompre des interactions inappropriées entre protéines. Par ailleurs des 

études récentes portant sur la translocation transmembranaire de 

protéines et de facteurs nouvellement synthétisés (ZIMXERMANN e t  al., 



Figure 4 - Fonctions de 1'HSP 70KD - Rôle dans la translocàtion des protéines 
(l'interaction hsp 70-protéine reste à définir : 
voir pointillés). 
Le facteur X est requis pourla pénétration de 
la protéine dans le réticulum endoplasmique 
D'après DESHAIES et al 1988 ' ' 

Figure 5 - Fonctions de 1'HSP 90 KD - Interactions de 1'HSP 90 KD avec les récepteurs des 
hormones stéroïdes (dissociées par l'hormone), 
avec les tyrosine kinases (avant insertion dans 
la membrane) et avec d'autres protéines cellulaires 
(dont l'actine et la tubulinel. 
D'après LINDQUIST et CRAIG 1988. 



1986 ; EILERS e t  al., 1988) montrent que de telles protéines nécessitent 

un état de configuration déplié pour traverser la membrane (voir figure 

G). D'autre part, il s'avère que le transport post-traductionnel de 

certains facteurs et protéines mitochondriaux requiert à la fois un (ou 

plusieurs) facteur(s) et l'hydrolyse dlATP et qu'il est possible de 

transposer un tel rôle à la fainille des protéines HSPS 70 KD. 

Ce dernier rôle est valorisé par des travaux récents (CHIRICO e t  

al., 1988 ; DESHAIES e t  al., 1988), portant sur la translocation des 

facteurs mitochondriaux ( F I  B sous-unités) et du réticulum 

endoplasir.ique (carboxypeptidase et facteur prépo a). 

Les résultats de ces travaux suggèrent un rôle de protection par 

les HSPS 70 KD des précurseurs protéiques jusqu'à leur site d'insertion 

membranaire (voir figure 4 ) .  

Sous ne pouvons clore ce chapitre sur les fonctions possibles de la 

famille des HSPS, sans mentionner le développement de la thermotolérance 

(1'augmen.tation de la résistance des cellules aux stress chimiques et 

thermique). En effet plusieurs données dans la littérature issues de 

toute une variété d'organismes suggèrent une relation temporelle étroite 

entre la synthèse des HSPS et le développement de la thermotolérance, et 

entre la cinétique de la dégradation de ces HSPS nouvellement 

synthétisées et la disparition de cette thermotolérance (LANDRY e t  al., 

1982 ; HENLE e t  al., 1978 ; LANDRY et al., 1983). La même réponse 

physiologique semble être pertinemment développée chez les lymphocytes 

des mammifères (homme, souris, lapin). (RODENHISER e t  al., 1985). 



Ce phénomène de la thermotolérance, nous rappelle celui de la 

sporulation. 

La formation de spores constitue une étape ultime, au cours de 

laquelle les cellules sont extrêmement résistantes à des traitements 

thermiques ou chimiques. Il ne serait pas inintéressant de comparer 

entre eux les éléments induisant les deux phénomenes. 

1.5.2 - In terac t ions  HSP 90 h'n-Pi-oteines : (voir figure 5) 

" Interaction HSP90 Ki)- kinases 

L'analyse biochimique de la classe des protéines de choc thermique 

90 KD chez les cellules de mammifères et de poulet indique que celles-ci 

sont associées avec plusieurs proteines différentes. 

La première association a été observée avec le produit de 

l'oncogène SKC du virus du Sarcome de Rous (OPPERHAh e t  al., 1981). I l  

est actuellement bien établi que le virus du sarcome, appartenant à la 

famille de rétrovirus, contient le gène SRC codant pour une protéine 

baptisée pp60V-SrC ; il s'agit d'une phosphoprotéine de poids 

moléculaire égal à bU 000 daltons qui possède l'activité tyrosine 

kinase, caractéristique commune aux enzymes codés par les oncogènes. 

Aujourd'hui, on sait que la phosphorylation des protéines constitue l'un 

des principaux moyens de contrôle du métabolisme lors de la croissance 

cellulaire. Par ailleurs, et fait surprenant après sa svnthèse, la 

pp60V-srC int-eragit spécifiquement avec deux protéines cellulaires, une 

phoçphoproteine de 50 KD et la protéine HSP 90 KD ( B R U G G E  e t  al., 1981 ; 

OPPERNAK e t  al., 1981). Le départ de 1'HSP 90 KD du complexe 

trimoléculaire permet la phosphorylation d'une tyrosine de la pp60V-SrC, 



favorisant son intégration dans la membrane plasmique où elle est 

activée comme une kinase (BRUGGE e t  al., 1983 ; COLTRTNEIDGE e t  al., 

198%). D'autres produits d'oncogènes  es, fps, £es, fgr) montrent le 

même mode d'interaction avec la protéine HSP 90 KD et la protéine 30 KD 

(ADKINS e t  al., 1982 ; LIPSICH e t  al., 1982 ; ZIEMIECKI e t  al., 1986). 

11 est possible que l'interaction de 1'HSP 90 KD avec les produits 

d'oncogènes joue un rôle encore imparfaitement explore dans la 

transformation maligne. Dans l'etat actuel des connaissances, les 

auteurs se limitent à attribuer à 1'HSP 90 KD un rôle général de 

transport de ces complexes sous forme soluble et inactive. 

Quoi qu'il en soit, 1'HSP 90 KD se trouve associée à d'autres 

kinases cellulaires. En effet, des préparations hautement purificies de 

la kinase eIF-2a contrôlée par l'hème, contiennent un composé majeur qui 

est 1'HSP 90 KD (ROSE et al., 1987. 1089) .  Le rôle de cette protéine 

dans cette association n'est pas non plus bien étavé. Séanmoins, et par 

opposition avec les tyrosines kinases, 1'HSP 90 KD semble stimuler la 

kinase, augmentant de cette façon la phosphorylation de l'eIF-2a, et par 

conséquent inhibant la synthèse protéique dans les lysats de 

réticulocytes selon le schéma de la figure 6. 

D'autre part, ROSE et al., 1987, 1989 ont mis en évidence 

l'interaction de 1'HSP 90 KD avec d'autres kinases. Parmi celles-ci, la 

caséine kinase II où 1'HSP cette fois-ci est montrée comme étant le 

substrat de cet enzyme i n  v i t r o  voire même i n  trir-O (LEES-YILLER & 

AXDERSOX, 1'189) . 



RETICULOCYTE DE LAPIN 

La synthèse protéique e s t  régulée par l'hème 
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Système enzymatique formé de plusieurs peptides dont 1'HSP 90 KD 
e t  possédant une a c t i v i t é  kinasique envers l e  facteur peptidique 
eIF-2a. 

eIF-2a: Sous-unité 2a du facteur peptidique d' inhibit ion eucaryote. - 
FIGURE 6 : D'après ROSE e t  a l . ,  1987, 1983. 



* Association HSP 90 KD - Actine F 

Les propriétés de forme, d'organisation interne, et de mouvement 

que possède une cellule eucaryote, reposent sur des réseaux complexes de 

filaments protéiques situés dans le cytoplasme appelés cytosquelette 

cellulaire. 

Les deux plus importants types de filaments du cytosquelette sont 

les filaments d'actine et les microtubules. 

La concentration d'actine dans une cellule est extrêmement élevée. 

C'est l'unique raison pour laquelle toute protéine qui a tendance à se 

lier à l'actine, même faiblement, pourrait être trouvée, au moins 

temporairement, associée à l'actine, ou aux filaments d'actine, ou aux 

deux à la fois. 

Dans cette optique, KOYXSU et al., 1486 ont mis en Gvidence pour la 

première fois une liaison de 1'HSP 90 KD extraite de cellules de 

lymphomes de soiiris en culture avec l'actine filamenteuse (ou actirie F )  

dans le cytosquelette du muscle de lapin. 

De plus, une étude plus détaillée de la question par la même équipe 

(NISHIDA e t  a l . ,  1986) montre que la calmoduline possède une forte 

affinité pour 1'HSP 90 kD de manière Ca++-dépendante, si bien qu'elle 

est capable de déstabiliser le complexe HSP 90 KD-actine F. En outre ce 

phénomène semble être généralisé à d'autres tissus de mammifères 

(SANCHEZ e t  a l . ,  1988). 



Si 1'HSP jouait un rôle significatif dans le transport biologique 

des protéines comme par exemple la pp60v-SrC ou encore les récepteurs 

des hormones stéroidiennes (PRATT et a1. ,1989)  à travers une interaction 

avec l'actine, la régulation de cette interaction par la calmoduline- 

Catt serait une révélation importante. 

* Interaction HSP 90 KD-récepteurs des hormones 
steroides 

L'autre tspe d'association HSP 90 KD-protéine concerne les 

récepteurs des hormones stéroidiennes. Tous les récepteurs d'hormones 

stéroides étudiés jusqu'a present (récepteurs des oestrogènes, de la 

progestérone et des glucocorticoides) peuvent être isolés à l'état 

inactive, en absence de l'hormone (SHERYAN et al., 1983). Ces complexes 

sont constitués, outre la protéine liant l'hormone, de protéines 90 KD 

qui sont actuellement identifiees, comme &tant une HSP 90 RD. 

Cette association fut au départ. suspecte en raison de l'abondance 

de 1'HSP 30 KD et. de son large excès dans la cellule par rapport à la 

protéine liant l'hormone. L'universalité de cette association est 

désormais bien acquise. 

L'objet du chapitre suivant portera donc sur l'état actuel des 

connaissances acquises sur le récepteur des glucocorticoides et son 

interaction avec 1'HSP 90 KD. 

?lais nous ne pouvons oublier de mentionner des applications qui ont été 

faites au sujet du choc thermique, à savoir : 



1.6 - Applications hiotechnologiques et cliniques du choc thermique. 

* Applications biotechnologiques 

La compréhension au niveau moléculaire des effets du choc thermique 

et de la thermotolérance peut être d'une importance biotechnologique 

considérable. 

Le choc thermique induit une tolérance vis-à-vis d'un autre choc 

thermique. Il conduit également à une augmentation de la tolérance 

contre d'autres stress. C'est le cas chez la levure où un choc thermique 

accroit de façon considérable sa tolérance ultérieure vis-à-vis de 

l'éthanol (WATSON & CXVICCHIOLI, 1383) .  

Par ailleurs, le choc thermique est utilisé dans la svnchronisation 

des cellules en culture (ZEUTHEN, 1971). 

* Applications cliniques 

On sait que le pouvoir cytotoxique de l'hyperthermie fait l'objet 

actuellement d'applications médicales dans le traitement du cancer 

(HAHN, 1982). Mais par malchance, le développement de la thermotolérance 

constitue une entrave à son application (GERWICK, 1985). Les efforts 

portent actuellement sur l'emploi d'agentç chimiques comme le 

benzaldéhyde dans le but d'éliminer le développement de la 

thermotolérance et d'accroître le pouvoir cytotoxique de l'hyperthermie. 



2 - LES RECEPTEURS DES HORMONES GLUCOCORTICOIDES 

2.1 - Mécanisme d'action (voir figure 7) 

Du lieu de la biosynthèse jusqu'à la cellule cible, le stéroide est 

transporté par des protéines sériques. Après pénétration cellulaire, 

vraisemblablement par diffusion simple du stéroide (YILGROM e t  al., 

1973 ; ALLERA et al., 1980), celui-ci se lie à une structure protéique 

nommée récepteur qui est capable de recevoir et de répondre au message 

hormonal. Le complexe hormone-récepteur ainsi formé subit une étape de 

transformation ou encore d'activation qui permet sa translocation (ou 

passage) vers le noyau cellulaire où il exerce un effet au niveau des 

régions spécifiques de la chromatine. Cette action aboutit à ia mise en 

jeu de la synthèse des protéines le plus souvent enzymatiques. 

1 . 2  - Localisation cellulaire des récepteurs stéroidiens 

Le problème de la localisation cellulaire du récepteur en présence 

ou non d'hormone reste discuté : est-il cvtoplasmique ou nucléaire ? 

Trois modèles ont été décrits dans la littérature : 

- Le premier modèle qui semble communément admis, est cytoplasmique. Il 

se déroule en deux étapes : une premi&re étape de fixation dans le 

cytoplasme de l'hormone sur le récepteur, et une deuxième durant 

laquelle il y a translocation du complexe ainsi formé vers le noyau 

cellulaire (ROUSSEAU e t  al., 1983). 

- Le second modèle décrit par SHERIDAN e t  a1.(1979) est dit à 

l'équilibre. Les auteurs supposent que la distribution du récepteur 



MECANISME DhCTlON DES HORMONES GLUCOCORTICOI DES 

AU NIVEAU DES CELLULES CIBLES 

Figure 7 - - 
1. Pénétration cellulaire de l'hormone 
2. Liaison de l'hormone au récepteur 
3. Transformation du complexe hormone-récepteur 
4. Translocation du complexe transformé vers le noyau 
5. Interaction avec le génome cellulaire 



libre ou lié au niveau du cytoplasme est la même qu'au niveau du novau 

et que cet équilibre pourra être rompu accidentellement par une 

homogénéisation tissulaire. 

WELSHONS e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) ,  K I N G  et GREENE (1984) dans leurs récentes 

études sur la question proposent un troisième modèle nucléaire selon 

lequel le cytosol qui est surnageant de l'ultracentrifugation d h n  

homogenat cellulaire total n'est pas pour autant une fraction 

cytosoluble, et que la localisation initiale en absence d'hormone est 

nucléaire. Cela est démontré pour les récepteurs des oestrogènes (ER) et 

de la progestérone (PR) par deux techniques différentes : 

- la technique d'énucléation cellulaire à la cytochalasine B qui a 

la propriété d'isoler les "nucleoplastes" des "cytoplastes" (WELSHONS et 

al., 1984).  

- et la technique d'immunocytochimie à l'aide d'un anticorps 

monoclonal anti-récepteur des oestrogènes (KING et GREENE, 1984) .  Pour 

les hormones glucocorticoides (GR) les deux techniques pratiquées sur le 

foie de rat (GOVINDAN et MANZ, 1980) et sur des cellules humaines 

(PAPAYICHAIL e t  a l . , ,  1980) donnent des résultats contradictoires. 

Lors d'une étude comparative récente réalisée par immunohistochimie 

entre les GR et PR de tissus de poulet et de rat, GASC e t  a l . ,  1989 

proposent une localisation nucléaire du GR avec ou sans hormone. Yais 

celui-ci apparait moins lié aux structures nucléaires que le récepteur 

de la progestérone. 

2.3 - Transformation 



L.e complexe hormone-récepteur une fois formé, subit un processus de 

transformation (ou d'activation), avant sa translocation (ou passage) 

vers le noyau cellulaire, où il déclenche l'effet biologique, à savoir 

la réponse cellulaire sous forme d'induction ou de répression de la 

svnt-hese des protéines. Le phénomène de transformation aussi bien in 

vivo que i n  v i t r o  est resumé comme suit : apparition dans un premier 

temps d'une ent-ité incapable de lier 1 'ADN et. (tans un second temps 

conversion de cette entité en une entité capable de lier l'ADN (MGKCii et 

FOLEY, 1979 ; YARKOVIC e t  al., 1980 ; .ANTAKLP et EISEN, 1984). 

2.3.1 - Transformation i n  v i t r o  

Pour assurer sa stabilité, après le sacrifice de l'animal, le 

récepteur c~tosolique est obtenu dans un tampon de faible force ionique 

et maintenu à O ' C .  brie élévation de température, généralement 25°C 

pendant 30 min, induit la transformation du récepteur préincubé avec 

l'hormone (B-AILLY e t  al., 1078). Egalement, toute augmentation de la 

force ionique (par adjonction de sels de sodium ou de potassium) donne 

le même effet même en absence de l'hormone et. à basse température (Y.4NG 

e t  a l . ,  1982. 

CAKE e t  al., 1978 ; SATO e t  al.,, 1980 mettent en évidence 

l'augmentation de la transformation entraînée par la dilution, la gel- 

filtration ou encore un abaissement de la concentration du récepteur 

(dialvse). 



Par ailleurs, la littérature décrit certains facteurs comme 

inhibiteurs de la transformation. Au premier rang figure la famille des 

oxyanions des métaux de transition du groupe VI, tels que les ions 

tungstate, vanadate et surtout le molybdate qui inhibe curieusement et 

réversiblement la transformation à la concentration de 10 mM (DAHMER e t  

al., 1984). La biologie moléculaire de l'action du mol~bdate de sodium 

est encore hypothétique. Pour SHERYAN e t  ; I I . ,  1983 celui-ci exerce 

indirectement un effet sur le récepteur. Hypothèse qui est totalement 

controversée par GRANDICS e t  al. ( 1984), IDZIOREK e t  a l .  ( 1983) qui 

reconnaissent une action directe du molybdate sur le récepteur hautement 

purifié. Ceci conforte les travaux de PRATT (1987) expliquant que 

l'action stabilisatrice du molybdate sur le récepteur non transformé 

passe par la formation d'un complexe entre cet ion métallique et tles 

résidus de cvstéine. 

La transfornidtion reste iln phénomène très complexe. Voici en rbsiimé 

les caractéristiques fondamentales qui lui sont liées: 

i - Le coefficient de sédimentation ( S z o , ~ )  en gradient de sucrose passe 

de la valeur 8-10 S pour le complexe glucocor t i co ide- récep teur  non 

transformé à la valeur 4s pour le complexe transformé (ALEXIS e t  al., 

1983 ; HOLBROOK e t  al., 1984 ; SABLONNIERE e t  al., 1986). 

i i  - En général, le complexe hormone-récepteur transformé devient très 

acidophile, se liant aux novaux isolés et à des supports de type DKA- 

cellulose, sans doute par exposition des résidus d'acides aminés 

basiques (lysyl, arginyl) (SIMONS e t  al., 1979). Son point isoélectrique 

semble augmenté (DANZE e t  al., 1987, BEX-OR et CHRAMBACH, 1983). 



Une fonction thiol au moins serait nécessaire à la transformation 

(BLICQ e t  a l . ,  1988 ; BODKELL e t  al., 1984). 

2.3 .2  - La transformation in vivo 

Des études menées sur des tissus et des cellules intactes 

démontrent la réalité de la forme 8 s  des récepteurs en absence d'hormone 

(HOLBKOOK et al., 1983 ; WENDEL e t  a l . ,  1986 et 1987) par plusieurs 

métho301ogies : 

- l'utiiisation du RU 486 (antiglucocorticoide), reconnu pour stabiliser 

le récepteur sous sa forme non transformée (LEFEBVRE e t  al., 1988a). 

- le rriarquage iles protéines (YEXDEL et O R T T ,  1988 ; HOKARD et 

DISTELHORST, 1988a) .  

- l'ut~~isation d'agents tie coi tplnge des protéines (REXIX e t  al., 1988).  

Dans la mesure ou la reconstitution du récepteur non transformé à 

partir de récepteur transformé n'a pu être réalisée in vitro, la 

réversibilité de la transformation in vivo reste une notion discutable 

et discutée : en effet, RAAKiî et SAXLELS ( 1 9 8 3 ) ,  proposent un modèle 

réversible, alors que MUXCK et HOLBROOK, 1984 développent un modèle 

cinétique postulant l'irréversibilité de l a  transformation. 



2.4 - Interaction du récepteur avec les constituants du novau. - -- 

Des expériences réalisées sur les cellules HTC (cellules d'hépatome 

de rat en culture) (BLOOM et ai., 1980) et sur les th~moc~tes de souris 

(DAUSSE et al., 1977) ont montré qu'il existe une relation entre le taux 

d'occupation des récepteurs des glucocorticoides et la réponse 

biologique (induction de la tvrosine aminotransférase ( T A T )  ou 

inhibition de l'incorporation de l'uridine). 

D'autre part, les cellules HTC infectées par le virus de tumeur 

mariimaire de souris (MMTV), et en présence des hormones glucocorticoides, 

synthétisent des ARN messagers dont le taux d'expression est de 10 fois 

le taux de base (,RI?iGOLD e t  al., 1977). Au vu de ces observations, 

plusieurs auteurs se sont penchés sur l'étude de l'interaction du 

complexe récep teur -g lucocor t i co ide  avec l'ADN et ont choisi comme modèle 

d'induction de la transcription le MMTV. Ce dernier, comme les autres 

rétrovirus, possède de part et d'autre de la rggion codant-e deux régions 

LTR (Longue région Terminale Répétée) (GRONER e t  al., 1983 ; RIKGOLD, 

1984). La méthodologie de construction d'ADN recombinant, suivie de 

transfection, a permis de localiser dans le fragment LTR une séquence 

indispensable au contrôle de la transcription du provirus par les 

glucocorticoides et d'autres stéroides (HYNES e t  al., 1983 ; PAYVAR e t  

al., 1982, 1983). Cette séquence est définie alors comme 1'Elément de 

Réponse aux Hormones (HRE) (PONTA e t  al., 1985). Cette séquence a été 

identifiée par des expériences de transfection cellulaire, et s'est 

révéiée capable de conférer une inductibilité hormonale à des promoteurs 

hétérologues (CHANDLER e t  al., 1983) .  



La séquence des sites de régulation sensibles aux glucocorticoides 

"GRE" apparaît hautement conservée dans différents gènes provenant de 

différentes espèces (homme, rongeur, poulet). Tous ces sites lient le 

récepteur des glucocorticoides du rat et présentent une homologie de 

séquence baptisée séquence "Consensus1'. Celle-ci comporte le motif 

hexanucléotidique TGTTCT retrouvé dans 90 % des séquences examinées. La 

synthèse de cette séquence hautement spécifique du récepteur des 

,glucocorticoides constitue un moyen pour la purification de celui-ci. 

Selon WRASGE et al. (1986),  la stoechiométrie de l'interaction serait de 

une molécule de récepteur par site de liaison. 

2.3 - Etude structurale du récepteur 

La difficulté de cette étude réside dans i'instabilité et la faible 

concentration cellulaire du récepteur clans les tissus animaux les plus 

riches et accessibles tels que le foie ou le thymus de rat. 

Plusieurs apports ont été réunis pour élucider cette structure : 

- le développement de techniques rapides d'analvse comme la 

chromatographie d'exclusion de taille en mode haute performance, et le 

gradient de sucrose sur tubes verticaux. 

- la synthèse de steroides tritiés et ,la purification du 

récepteur par chromatographie d'affinité. 

- la production d'anticorps anti-récepteurs. 

- et enfin l'existence de souches cellulaires mutantes de souris 

fabriquant un récepteur tronqué (mutant nti) (voir figure 16B) 



2 . 5 . 1  - Récepteur non transforme 

- Propriétés biochimiques 

Grâce à l'effet inhibiteur du molybdate sur la transformation, le 

récepteur non transformé, analysé en chromatographie d'échange d'ions 

sur DEAE-cellulose, est élue à une force ionique de 0,20-0,25 M KC1 

(SCHYIDT e t  al., 1980 ; XORRIS et KOHLER, 1981). Par contre, sur les 

supports échangeurs de cations tels que DXA-cellulose, phosphocellulose, 

ou encore carboxyméthyl-sephadex, le récepteur non transformé n'est pas 

retenu (MILGROM e t  al., 1973 ; KALIMI et al., 1975). 

L'ensemble de ces résultats montre que le récepteur non transformé 

possède un caractère basophile ; en effet, le point isoélectrique de 

celui-ci est compris entre G et 6 (YIDULEBROOK et ARONOW, 1977 ; D.45ZE 

et al., 1987). 

- Caractéristiques phvsicochimiques 

Elles sont obtenues pratiquement par deux techniques : 

- la chromatographie de tamisage moléculaire qui mesure le rayon de 

Stokes et le gradient de sucrose donnant le coefficient de 

sédimentation. la masse moléculaire réelle ainsi que les paramètres de 

taille (rapport axial, rapport de friction) sont obtenus par calcul 

(SIEGEL et MONTY, 1966 ; SHERHAN, 1973). 

Les premières caractérisations du récepteur non transformé ont été 

faites sur des préparations cytosoliques. Cependant, la purification de 

celui-ci, stabilisé par le molvbdate (GRANDICS e t  al., 1984a ; 

LLSTESBERGER e t  al., 1985 ; IDZIOREK e t  al., 1983) a contribué d'une 

manière décisive à sa caractérisation. Dans le tableau III figurent les 



paramètres physicochimiques qui distinguent le récepteur des 

glucocorticoides non transformé de sa forme transformee. Notons que ces 

mêmes caractéristiques du récepteur des glucocorticoides non transformé 

sont observées en absence de molybdate ( S A B L O N N I E R E  e t  al., 1987) et 

également par le récepteur d'autres hormones stéroidiennes ( N I U  e t  al., 

1981 ; R E D E U I L H  e t  a l . ,  1981 ; COLVARD et W I L S O N ,  1981). 

La const-ante de sédimentation élev4e ( 9 , O  à 9 , 5  S) du récepteur non 

transformé et son rayon de Stokes important (7 à 8 nmj ne sont pas 

compatibles avec une structure nionomérique. 

Deux modèles proposés dans la littérature par SHERMAS e t  a l . ,  1983 

et VEDECKIS,I983b suggèrent que le récepteur non transforme serait un 

oligomère comportant plusieurs sous-unités dont la dissociation conduit 

à la forme transformee. iLlalheureusement les cleux modèles ne tranchent 

pas entre une structure oligomérique où le récepteur serait constitué de 

l'assemblage de sous-unités liantes identiques, et une structure 

oligomérique où divers facteurs protéiques ou non seraient associés à 

iine seule sous-unité liante. 

Xous verrons dans le chapitre 1.6 que c'est la deuxième hvpothèse 

qui est retenue depuis 1985. Ainsi, le récepteur non transformé de haut 

poids moléculaire comprend, en plus de la sous-unité liant l'hormone, 

une ou deux molécules non liantes (voir paragraphe 2.7.2) de protéine de 

choc thermique WSP 90 KD que perd le complexe hormone-récepteur au cours 

de la transformation (MENDEL e t  al., 1986). 



TABLEAU III -.Comparaison des caractéristiques hydrodynamiques du récepteur des glucocorticoldes sous formes - non transformée et transformée 

SOURCE 
S20,w Rs (ml Mr (KDa) FI Fo Rapport axial Réf érences 

alb 

Foie de rat 9,2-9,6 7,8-8,2 300-320 1,6-1,7 11-12 SHERMAN et al. (1982, 1983) 

Foie de rat 9,4 7,3 3 00 1,64 12 GRANDICS et al. (1984) 

Foie de rat 9,4 7,o 280 1,50 9 IDZIOREK et al. (1 985) 

Foie de lapin 9,o 6,3 235 1,42 7 LUSTENBERGER et al. (1 985) 

Cellules AtT20 9 8,3 317 1,70 14 VEDECKIS ' (198 1 , 1983b) 
(tumeur pitui- 

taire de souris) 

Foie de rat 3,5-4,O 9,3-6,0 86--92 1,65-1,85 13-1 7 WRANGE et al. (1979) 

Cellules AtT20 3 , 8  5,8 94 1,80 15 VEDECKIS (1983b) 

*A : Récepteur non transformé 

*B : Récepteur transformé 



2 . 5 . 2  - Récepteur transforme 

- Propriétés biochimiques 

Sa purification à partir de foie de rat a fait l'objet d'une thèse 

dans notre laboratoire BELAHSEN, 1987). Cette forme transformée du 

récepteur est obtenue couramment par élévation de la température 

(généralement 30 minutes a L5'C) le pic rl'élution du récepteur 

transformé sur DEAE-cellulose est plus falble (0,06 à 0,10 ii KC1) que le 

récepteur non transformé (SAKAUE et THOMPSON, 1977 ; SCHMIDT et al., 

1980). Il possède un caractere acidophile, ainsi qu'en témoignent sa 

rétention sur les supports échangeurs de cations (MILGROM et al., 1973 ; 

KALIHI e t  al., 1975) et son point isoélectrique allant jusqu'à la valeur 

7 (YIDDLEBROOK et ARONOW, 1977 ; UANZE et al., 1987). 

- Caractéristiques physicochimiques 

Celles-ci sont résuniées dans le tableau III et comparées à celle du 

récepteur non transforme. 

2.6 - Structure fonctionnelle du polvpeptide liant l'hormone 

La notion d'organisation en domaines fonctionnels des récepteurs 

stéroidiens est le fruit d'une combinaison de nombreux résultats d'ordre 

biochimique, obtenus directement à partir de la protéine réceptrice, et 

d'ordre génétique en interrogeant la séquence complète du C'DNA codant 

pour le récepteur et en étudiant les propriétés fonctionnelles de toute 

une série de récepteurs recombinants mutés. 



2.6.1 - Etude biochimique 

Le récepteur des glucocorticoides soumis à des expériences de 

protéolyses ménagées, soit par la trypsine, soit par la chymotrypsine, 

donne des fragments de tailles differentes. L1ét.ude des propriétés 

physicochimiques (poids moléculaire, coefficient de sédimentation, rayon 

de Stokes, point isoélec t r  ique) et inimunologiques de ces fragments 

montre deux formes de protéolyse bien définies. hous distinguons : 

- une forme a, de grande taille moléculaire engendrée par l'hvdrolvse 

chvmotrvpsique, laigement documentée par de nombreux auteurs (CARLSTEDT- 

DLKE et a l . ,  1977 ; NIDDLEBROOK et ARONOW, 1977 ; WRANGE, 1978 : 

L-EDECKIS, 1983a ; REICHMAN, 1984) 

'ivant un rayon de Stokes de 3 à 4 nm et un coefficient de sédimentation 

entre 3,2 et 4,O S ; cette forme a un polds moléculaire allant jusqu'à 

53 KD et possède la propriété de se lier à la fois aux noyaux isolt?s et 

au stéroide. 

- une forme b, de petite taille moléculaire obtenue par hydrolyse 

trvpsique conservant uniquement la capacité de lier le stéroide, d'où 

son nom de méro-récepteur (voir figure 16 c) (SHERMAN et a l . ,  1978 ; 

KRANGE et GUSTAFSSON, 1978 ; WRANGE et al., 1984). L'estimation du poids 

moléculaire de ce méro-récepteur, basée sur l'étude de ces 

caractéristiques physicochimiques, indique une masse allant de 20 à 30 

RD. Cette forme se trouve fréquemment dans les cellules riches en 



endopeptidase comme la calpaine, ou encore des métallo-enzymes calcium- 

dépendants (VEDECKIS e t  al., 1983a ; KALIMI e t  al., 1983 ; BODWELL e t  

al., 1985). Notons enfin que le traitement par la trypsine du récepteur 

des glucocorticoides du rat en présence du molybdate génère aussi une 

entité liant le stéroide de masse moléculaire égale à 27 KD et que ce 

fragment reste associé avec 1'IiSP 90 KD, ce qui laisse penser que cette 

région comprend deux parties, dont l'une lie le stéroide et l'autre 

ltHSP 90 (voir chapitre 3 . 5 ) .  

2 .6 .2  - E t u d e  immun01 ogique 

Ces dernières années, divers anticorps monoclonaux et p«lyclonailx 

ont été produits contre les récepteurs des glucocorticoides de rat 

(OtiRET e t  al., 1981 ; EESTPHXL et ' i l . ,  1982 ; GRIZSDICS e t  al., 198% ; 

G.WETCHU et al., 1 3 8 4 ) ,  aussi contre le récepteur humain (EISE5 e t  al., 

H.IKYON e t  al., 1984). 11s ont servi à l'etude de la structure réelle du 

récepteur, et à la caractérisation des formes de protéolyse (formes a et 

b )  ; en effet, mis à part l'anticorps mci~i;~!nnal de GAMETCHU qui 

reconnait un épitope situe au voisinage du site de liaison à 1'ADS 

(EISEN e t  al., 1985), aucun anticorps ne reconnait les formes de 

protéolyse a et b. Par contre, la plupart d'entre eux réagissent avec le 

fragment manquant du recepteur partiellement protéolysé par la 

chvmotrypsine donnant la forme a, cela est justifié par la découverte 

(DELLWEG e t  al., 1982 ; GEHRISG et HOLTZ, 1983), dans des cellules 

mutantes (nt') (niiclear transf er increasead) de lymphonies de souris, 

d'un récepteur anormal dépourvu de ce fragment, d'une masse de 40 tid ne 



réagissant pas avec ces anticorps anti-récepteurs et qui serait 

constitue seulement des domaines A et B (voir figure 8 A ) .  

Conclusion 

L'ensemble de ces résultats a conduit plusieurs auteurs (VEDECKIS 

e t  al., 1985 ; GUSTAFSSON e t  al., 1986)  à proposer un modèle 

d'organisation en domaines fonctionnels du polypeptide de masse 94 KD, 

constituant la forme transformée du récepteur des glucocorticoides (voir 

figures 8 A  et 8B).  Ainsi, le récepteur serait donc constitué de trois 

domaines fonctionnels bien définis : 

- le domaine A comprenant le site de liaison à 

1 ' hormone 

- le domaine B avant le site de liaison au DNA 

- et un domaine C au rôle inconnu, mais qui présente 

une forte antigénici té. 

Quoiqu'il s'agisse d'un modèle simple, nous verrons dans le 

chapitre suivant qu'il s'accorde de manière satisfaisante avec les 

résultats de la biologie moléculaire. 

2.6 .3  - Etude génetique 

Le recours à la biologie moléculaire apparaissait encore plus 

nécessaire pour des protéines comme le récepteur des glucocorticoides 

qui existe en très faibles quantités clans la cellule cible. 

Dans cette optique, de remarquables progrès ont été accomplis ces 

dernières années afin d'élucider le rôle des différents domaines du 

récepteur. 

Cela est rendu possible par : 



HORMONE- DNA- MOOULATING 
BlNDlNG BlNDlNG @-w--2 Trypsin 

and othets and others . 
~ N À  

PROTEASE-SENSITIVE REGIONS 

MONOMER PARTIALLY PROTEOLYZED MERO-RECEPTOR 

Figure 8 - Hodéles d'organisation en domaines du récepteur des 
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VEDECKIS et al., 1985 



- la détermination de la séquence nucléotidique d'ADN complémentaire 

(cDNA) codant pour le récepteur des glucocorticoides de l'homme 

(HOLLENBERG e t  al., 1985), de rat (MIESFELD et al., 1986) et de la 

souris (DANIELSON et al., 1986), également pour les cDNA codant pour les 

autres récepteurs stéroidiens. 

- l'obtention de différents types de récepteurs provenant de différents 
mutants. 

Les resultats découlant de ces études permettent de distinguer quatre 

régions communes aux récepteurs stéroidiens. Celles-ci sont discutees 

ci-dessous de la partie 3-terminale vers la partie C-terminale du 

recrpteur (GIGGERE e t  al., 1986 ; HOLLE&BERG et al., 1987)  (voir f ~gure 

9). 

1 .  Domaines ,\i- terminaux ( A  et B )  

11 s'aglt d'une région peu conservée parmi les différentes classes 

de récepteurs. Néanmoins, son degré important d'hydrophllie peut 

expliquer la variété dec anticorps polvclonaux dirigés contre elle 

(WRANGE et al., 1978 ; CXRLSTEDT-D1KE e t  al., 1977 et 1982). Quoique le 

role exact de ce domaine reste inconnu, certains travaux (GIGüERE e t  

al., 1986 ; YIESFELD et al., 1987) ont souligné son effet modulateur sur 

l'dctivation de la transcription du récepteur, ainsi qu'en témoigne 

l'absence d'une telle activité chez les mutants nti dépourvus ( le cette 

région (YAMAMOTO et al., 1 9 7 6 ) .  



Figure 9 - Homologies de séquence entre les récepteurs des hormones - stéroZdiennes et thyroïdiennes. Cette figure décrit l'alignement 
des séquences d'acides aminés déduites de 1'ADNc des gènes codant 
pour les récepteurs des glucocorticoides humains (hGR), qui sert 
de référence, de rat (rGR), des minéralocorticoides humains (hMR), 
de la progestérone humain (hc-erb-A) et de l'acide rétinoique 
humain (hRAR). Les pourcentages d'homologies par rapport au hGR 
sont indiqués pour chaque récepteur. 



2. Donraine C 

C'est une région caractéristique des récepteurs stéroidiens et 

thvroidiens. Elle comporte 66 acides aminés, dont énormément de résidus 

cystéinyls, arginyls et lysyls (KEIXBERGER et al., 1985). Cette région 

qui constitue le domaine de liaison à l'AD5 est susceptible de former 

deux "doigts à zinc". En effet, au cours de l'étude du facteur de 

transcription TFIIIA chez un amphibien, le xénope, %ILLER et al., 1985 

ont montré l'existence de séquences similaires et répét-itives capables 

de reconnaître des séquences spécifiques d'-4D?i et de s'y fixer. 

L'analyse ile ces sequences montre que celles-ci coniportent une paire de 

cystéines (LYS) et une paire d'histidines (HIS) à des positions 

invariantes suivant la séquence consensus : 

TYR PHE X CYS X 2 - 4  CYS X 3  PHE Xs LEE X 2  HIS 5 3  HIS X 2 - 6  

où 4 représente n'importe quel acide aminé. 

En présence de zinc, ces segments forment des boucles de "doigts à 

zinc", impliquant les deux CYS et les deux HIS et un atome de zinc dans 

une liaison coordinée tétrahédrique (voir figure 10-A) .  

Des expériences semblables ont été mises en évidence par la suite chez 

de nombreuses protéines liant l'ADN, parmi celles-ci les récepteurs des 

hormones stéroides où une deuxième séquence consensus a été caractérisée 

dans le domaine C : 
CYS X2 CYS X 1 3  CYS X 2  cm. 

Ici, ln cvstéine rempiace l'histidine. 



Figure 10 - Protéines dactyles et modèle de leur interaction avec l'ADN. - 
En 10A sont représentés, selon MILLER et al., 1985 deux "doigts" 
protéiques stabilisés par des liaisons de coordination entre un 
atome de zinc d'une part, 2 cystéines (C) et 2 histidines (H) 
d'autre part. Ces doigts sont constitués au niveau d'éléments 
répétitifs contenant, outre les cystéines et histidines invariantes, 
des acides aminés acides (D = acide aspartique) et hydrophobes 
(F = phénylalanine, L =. leucine, y = tyrosine). Les points noirs 
indiquent les contacts probables avec l'ADN. 

La figure 10B présente, selon FAIRALL et al. (1986) deux modèles 
possibles d'interaction entre le facteur TF IIIA et l'ADN. Les 
doigts sont représentés par les cylindres. Selon le modèle 1, la 
protéine est enroulée le long d'un des brins d'ADN. Selon le 
modèle II, la protéine est parallèle au double brin, les doigts 
établissant des contacts alternativement sur l'une et l'autre 
face du double brin. 



Selon GREEN et CHAMBON, 1988, il existe deux sous-régions C l  et C2 des 

récepteurs stéroidiens dans le domaine C, répondant chacune à la 

séquence consensus (GREEN et al., 1988). 

D'après les mêmes aut-eurs, c'est la région C l  qui détermine la 

spécificité de reconnaissance des éléments Enhancer ~ ' A D N  nommés 

couramnient HRE (Eléments de Réponse aux Horniones). Par la suite, MADER 

et ni., 1'389, démontrent de façon remarquable par mutagéne'se dirigée qiie 

la sous-région Cl comprend dans sa partie C-terminale 3 acides aminés 

capables cte distinguer un ERE d'un GRE, alors que la sous-région C 2  

jouerait un rôle plutôt fonctionnel dans la 

On ignore les modalités précises de l'interaction "doigts à zinc"-ADS. 

Séanmoins, FAIR.4LL et al., 1986 proposent deus modèles possibles 

d'interaction entre TFIIIA et I'ADN (voir figure 10-B). 

Au LLL de cette remarquable organisation (en boucles à zinc) du 

domaine L des récepteurs stéroidiens, l'existence d'un élément extérieur 

préservant la fonctionalité du récepteur en absence d'hormone est 

probable. A ce propos, 1'HSP 90 KD qui est associée généralement aux 

récepteurs steroidiens, semble être un bon candidat pour interagir avec 

le domaine C (BIXART et al., 1989) (voir plus loin). 

3 .  Domaine D 

Il s'agit d'une région hydrophile, peu conservée chez les différents 

récepteurs stéroidiens et thyroidiens. C'est une zone charnière qui 

sépare le domaine C du domaine E (comprenant le site de liaison au 

stéroide). La position stratégique de cette région permet de penser que 

celle-ci sert d'intermecliaire pour transmettre le message hormonal du 



domaine E au domaine C (GIGUERE e t  a l . ,  1986)."Ainsi, ce dernier domaine 

quitterait 1 ' HSP 90 pour interagir avec 1 'xI)N". 

5. Domaine E 

C'est un domaine des récepteurs ayant la capacité de lier le 

stéroide. Cela a été clairement rapporte par plusieurs arguments 

ind6pendants : d'une part, les études biochimiques de protéolvse des 

récepteurs (voir paragraphe 2.6) et d'autre part i a  construction de 

mi1tant.s (GIGIFERE e t  al., 1987 ; RCrSCOSI e t  YAIIXYOTO, 1987) où 

l'introduction de mutation dans ce domaine abolit la capacité des 

récepteiirs A lier les stéroides. A cela s'ajoute l'identification de 

cystéines indispensables à la liaison des stéroides. C'est le cas du 

résidu cystéinvl 656 du récepteur des glucocot-ticoides de rat. 

réagissant spécifiquement avec le mésslate de desnméthasone, marqueur 

covalent du site de liaison des glucocorticoides (SI!IO!;S et a l . ,  

1987a, b) . 

Par ailleurs, et fait surprenant, HOLLEXBERG et al. (1987) 

obtiennent un mutant dont la région C est délétee et qui induit la 

transcription même en absence d'hormone. Ces résult-ats, ajoutés à 

d'autres résultats d'ordre biochimique (DEKIS e t  al., 1988a), témoignent 

de l'existence d'une seconde séquence d'acides amines dans le domaine E 

impliquée dans l'interaction du récepteur avec 1'HSP 90 KD (voir 

paragraphe 3.5). 



2.7 - Structure quaternaire du 1-écept-eiir transfo- 

L'hypothèse d'une structure hétérooligomérique du récepteur non 

transformé est démontrée par deux arguments indépendants, mais combien 

convaincants : 

- d'une part, ce sont les travaux de GEHRING et ARXDT,  1985 meries sur 

des cellules mutantes nt1 (nuclear transfer increüsed) de lvmphomes de 

souris, parallèlement aux cellules du tvpe sauvage S49.1 ( G E H R I X G ,  1'280, 

YAbtkh.fOTO e t  a l . ,  1976 ; GEHRING et HOLTZ, 1983). 

Voici présentes dans le tableau siiivant les paramètres phvçicochimiques 

de deux tvpes de récepteurs sous la forme transformée ou non. 



TABLEAU IV 

Type du récepteur R s  (A) Szo,w(S) +RNT " RT 
Mr (KDa) Mr (KDa) 

Type sauvage 81 + 1 9,s ,+ 0,3 333 '3 4 
natif 

Type sauvage 
(traite à la 69 t 2 10,0 t 0 , 2  291 39,6 t 3 
chymotrvpsine) 

Type mutant 71 t 1 9,3 +_ 0,s 285 
(natif) 

+RST : récepteur non transformé *RT : récepteur transformé 

L'action de la chymotrypsine fait chuter le poids moléculaire de l'unité 

de liaison de 94 KDa à 40 KDa chez la soucne sauvage, ceci n'est 

compatible avec la diffërence ('320 - 290 t i n j  que s'il n'existe qu'une 

seule sous-unité liante. 

D'autre part, des études d'ordre immunologique (OKRET et al., 1985) 

ont conduit à la même conclusion. L'emploi d'un anticorps (IgG, 150 K D )  

anti-récepteur non transformé a montré un déplacement de poids 

moléculaire apparent de 320 KDa à la valeur 460 KD. La différence (460 - 

320 KD) ne peut s'expliquer que s'il existe une seule sous-unité liante. 



2.7.1 - Preuves de 1 'existence de la 90 KD dans la forme 8 - 
IO S des récepteurs steroidiens 

la protéine 90 KD non liante peut être d'abord clairement 

différenciée du polypeptiude liant le stéroide sur la base de leur 

réactivité immunologique. En effet, l'anticorps monoclonal appele BF4 

( R A D A X I  et al., 1983) dirigé contre le récepteur de la progestérone 

purifié et stabilise 5ous sa forme de haut poids moléculaire par le 

molvbdate, reconnait spécifiquentent une protéine 90 KI) ne liant pas le 

steroide ( R E S O I R  et al., 1984).  .4lorç que l'inimiinsérum développé contre 

la protéine 110 KD liant la progestérone ne reconnait pas ln 90 hD non 

lidnte (TOOHIMAA et al., 1984).  Par ailleurs SULLIVg14 et d l . ,  (1985) ont 

préparé une série d'anticorps monoclonaux contre le récepteur de la 

progesterone asçocié à la 90 KD de l'oviducte de poulet, dont aiicun ne 

reconnait la forme transformée. De plus, l'anticorps monoclonal BF4, 

incubé séparement avec les cytosols de l'oviducte et du colon de poulet, 

est capable de déplacer le coefficient de sédimentation des complexes 

récepteur-hormones stéroidiennes (oestrogène, androgène et 

glucocorticoide), et les minéralocorticoides respectivement (JOAB et 

al., 1984 ; O B L I N  et al., 1987). Des résultats similaires sont obtenus 

avec le récepteur des glucocorticoides de th~mocytes de rat non 

transformé stabilisé par l'antiglucocorticoide RU 486 (LEFEBVRE et al., 

1989). 



Enfin, l'immunopurification du récepteur cytosolique des 

glucocorticoides utilisant des anticorps spécifiquement dirigés contre 

le polypeptide liant montre une coélution de la protéine 90 KD (HOUSLEF 

e t  a l . ,  1985 ; MENDEL e t  a l . ,  1986), alors qu'une immunoadsorption 

similaire du récepteur transforme ne le montre pas (SAXCHEZ et al., 

1985 ; SANCHEZ et PRATT, 1986). 

Arguments d'ordre biochimique 

Récemment, REXIN et al., 1988 utilisant des agents de couplage des 

protéines (réactifs bifonctionnels clivables), reconnus pour stabiliser 

le récepteur sous la forme de h < ~ u t  poids moléculaire, démontrent par des 

techniques immunochimiques que celui-ci contient ~ ' H S P  90 KD aussi bien 

in v ivo  que dans l'extrait des celltiles de lymphome de souris. 

Ar~uments d'ordre génétique 

Un récepteur anormal, dépourvu du domaine de liaison au stéroide 

(domaine E )  se comporte comme le récepteur des glucocorticoides de type 

sauvage sous forme 4s transformée. C'est comme si le domaine E était 

nécessaire pour transformer le récepteur non transformé 9 s  contenant 

1'HSP 90 KD (voir paragraphe 3.5). 



2 . 7 . 2  - Stoechiométrie de 1 'association HSP 90 - récepteur 

La p r o t é i n e  90 KD t r o u v é e  dans  t o u t e s  les c e l l u l e s  e u c a r y o t e s  

t e s t é e s ,  r e p r é s e n t e  j u s q u ' à  1  % d e s  p r o t é i n e s  c y t o s o l i q u e s  (KELLEF et 

a l . ,  1982 ; SASCHEZ et al., 1985) .  De p l u s ,  sa c o n c e n t r a t i o n  m o l a i r e  e s t  

en  l a r g e  e x c è s  p a r  r a p p o r t  à c e l l e  du  r é c e p t e u r .  Cependant ,  une s e u l e  

f r a c t i o n  s ' n s s o c i e  a v e c  c e l u i - c i  à l ' é t a t  non t r a n s f o r m é .  

L 'ensemble  d e s  t r a v a u x  r e a l i s é s  s u r  c e t t e  p r o t é i n e  à l ' é t a t  l i b r e  

n a t i f ,  p a r  mesure d e s  c a r a c t e r i s t i q i i e s  phvsicochim.iqries a r g u e n t  en  

f a v e u r  d ' u n e  s t r u c t u r e  d imér ique  (NE3OTO et al., 1987 ; DENIS e t  a l . ,  

1988a ; LEFEBVRE et al., 1989) .  ( v o i r  l e  p a r a g r a p h e  3 . 4 . 2 ) .  Par  c o n t r e ,  

l a  s t o e c h i o m é t r i e  r é e l l e  de  1'HSP 90 - r é c e p t e u r  n ' e s t  pa s  b i e n  é t a b l i e ,  

h i e n  que l e  r é c e p t e u r  s t a b i l i s é  p a r  l e  molybdate  ne c o n t i e n n e  qu ' i ine  

s e u l e  s o u s - u n i t é  l i a n t e  (OKRET et a l . ,  1985) .  

D'une pa r t . ,  REIjOIR et a l . ,  1984,  u t i l i s a i i L  ! 2 t e c h n i q u e  de coup lage  

c o v a l e n t  pour examiner  l e  r é c e p t e u r  de  l a  p r o g e s t é r o n e  s t a b i l i s é  p a r  l e  

mol!-bdnte, mon t r en t  que c e  d e r n i e r  possède  une p r o t é i n e  l i a n t  l e  

s t é r o i d e  e t  deux p r o t é i n e s  90 KD non l i a n t e s .  La même s t o e c h i o m é t r i e  e s t  

r e t r o u v é e  pour l e  r é c e p t e u r  des  g l u c o c o r t i c o i d e s .  (LLEYDEL et a l . ,  1988 ; 

LEFEBVRE et al., 1988) .  I l  e s t  d ' a i l l e u r s  t e n t a n t  d ' e n v i s a g e r  une t e l l e  

s t o e c h i o m é t r i e  ( v o i r  f i g u r e  16A) q u i  t r o u v e  t o u t e  sa p a r t  de  v é r i t é  a u  

vu  d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  phys icochimiques  d e s  r é c e p t e u r s  s t é r o i d i e n s  non 

t r a n s f o r m é s  ( v o i r  T a b l e a u  I I I ) .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l ' a p p r o c h e  immunologique d e  l a  90 RD p a r  un a n t i c o r p s  

monoclonal s p é c i f i q u e  (RIEHL e t  a l . ,  1985) ,  sous  sa forme l i b r e  e t  l i é e  

au r é c e p t e u r ,  i n d i q u e  que  s e u l e  l a  forme l i b r e  f i x e  deux molécules  



d'anticorps, alors que le complexe glucocor t i co ide- récep teur  non 

t-ransformé n'en fixe qu'une (LEFEBVRE et al., 1989 ) .  

Plusieurs hypothèses, résultant de ces observations sont 

discutées : 

1)  L'interaction du dimère de la 90 KD avec le récepteur est 

asymétrique, par conséquent, un seul épitope est accessible à 

l'anticorps monoclonal. Ceci reste vrai à condition que chaque sous- 

unité du dimère porte une seule séquence épitopiqiie. 

2) Le récepteur à l'etat non transformé ne possède qu'une seule sotis- 

unité 90 KU non liante, celle-ci est perdue au cours de la 

transformation (YENDEL et al., 19861, et s'associe avec une deuxième 

sous-unité 90 KD pour engendrer la for-me dini4rique cytosoliqiie, 

largement 6taySe dans la 1 ittérnture. 

3) Une forme homodimerique du récepteur des glucocorticoides vient 

d'être récemment démontrée par FRANGE et n 1 . , ( 1 9 8 9 )  qui conduirait à une 

stoechiométrie de une niolécule d'HSP 90 KI) pour deux sous-unites 

1 iantes. 

Tant qu'une démonstration absolue de la composition exacte des 

récepteurs stéroidiens n'est pas apportée, d'autres facteurs liant le 

récepteur sous sa forme non activée sont enoncés. En effet, TAI et al. , 

(1986), grâce à l'anticorps monoclonal KN 382/EC1 spécifiquement dirigé 

contre le récepteur de la progestérone non transformé, ont détecté, 

outre la protéine 90 KD, la présence d'une protéine faisant 59 KD. Cette 

proteine q u i  ne semble pas liériver de la proteine 90 KD est présente en 

relation stoechiométrique avec celle-ci au sein de tous les récepteurs 



stéroidiens (ER, AR, PR et GR) dans l'oviducte, le foie et bien d'autres 

tissus du lapin. 

Par ailleurs, un troisième candidat potentiel semble être impliqué 

dans la forme hétérooligomérique de haut poids moléculaire des 

récepteurs stéroidiens non transformes. Cette fois-ci, il s'agit d'un 

facteur ribonucléique de petite taille dont la mise en évidence et la 

caracterisntion ont fait l'objet d'une thèse dans notre laboratoire 

(SABLOUXIERE, 1988). Le poids moleculaire de cetre molécule d'AR5 est 

e-ïtimé par plusieurs auteurs, et s'etale entre 21  hD et 36 KD (IfOI-SLEP 

et PRATT, 1984 ; KOVACIC-MILIVOJEVIC et al., 1985 ; SABLONNIERE, 1988 ; 

SABLOXSIERE e t  al., 1988). 



3 - L'HSP 90 KD : ETUDE DETAILLEE 

3.1 - Etude ~énétique de la classe des HSP 90 KD 

La séquence nucléotidique complète codant pour 1'HSP 90 KD humaine 

(REBBE et al., 1987) est connue, et présentée sur la figure 11 .  Elle 

comporte 2562 nucléotides dont 2175 codant effectivement pour la 

protéine entière de masse 83 KD. La composition en résidus d'acides 

nminés cie cette protéine est tout a falt seniblnble à 1'HSP 90 KD humaine 

purifiée par WELCH et FERAYISCO (1982). Par comparaison avec les régions 

codantes pour les protéines HSP de drosophile et de levure, le triplet 

ATG se trouvant en position ( - 93 )  est assigné au codon d'initiation pour 

la méthionine. Un fait très important d signaler est la mise en é\idence 

de la çynthese d'un messager correspondant à ce cDNA, rians des 

conditions de choc thermique. En effet, des cellules HeLa exposées à une 

température de % 2 ' C  pendant 7 heures sçnthétisent des ARN messagers dont 

le taux est de 1,8 fois celui trouvé dans les conditions normales de 

température, le transfert sur filtres (Xorthern-blot) des ARN 

préalablement séparés par électrophorèse, puis la révélation par 

hvbridation moléculaire avec la sonde cD?iA isol6e radioactive, donnent 

une seule bande (REBBE et al., 1987). D'autre part, la digestion par les 

enzymes de restriction des 30 clones de cDNA isolés donne les mêmes 

polvmorphismes de taille des fragments de restriction. Ces deux 

résultats démontrent qu'il n'existe qu'un seul et unique gène exprimant 

1'HSP 90 KD humaine. Pourtant, HICKLEY et al. (1986) avaient déjà 

identifié deux ARS messagers à partir des cellules HeLa codant pour des 
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Figure 1 1  - ADN complémentaire et séquence protéique déduite 
de 1 'HSP 90 KDa humaine (REBBE et al., 1987) 



protéines de choc thermique de 89 KD mais ne réagissant pas par 

hybridation. Par ailleurs, les levures possedent cieux gènes qui codent 

pour deux protéines 90 KD presque identiques. L'un de ces gènes est 

induit par le choc thermique, alors que l'autre s'exprime 

constitutivement (FARRELY et FINKELSTEIN, 1984 ; LINDQUIST, 1986). 

Il a fallu attendre les travaux de LEES-MILLER et AKDERSON (1989) 

se rapportant à la purification et la caractérisation des HSP 90 tiD 

chez les cellules HeLa pour savoir qu'il existe en réalité deux formes 

de polvpeptides a et fi très similaires dont le taux d'expression est 

presque identique. L'analyse des seqiiences S-terminales (le ces deux 

polvpeptides comparées 2 la séquence d'acides aminés déduite de ce cDXA 

correspond au poly-peptide 0. HICKEP e t  a l . ,  1989 ont identifié un 

deusiènie cDNA qui correspond à la forme a. 

La séquence du c D N X  de souris est également dét,erminke 

(voir figure 1 2 )  (YOORE e t  a l . ,  1987), à l'aide d'une sonde 

oliyonucléotidique synthétisée d'aprés une portion connue de la protéine 

HSP 84 KD purifiée (ULLRICH e t  a l . ,  1986). Cette séquence code pour une 

chaîne polypeptidique de 724 résidus d'acides aminés. Elle montre une 

homologie jusqu'à 74 % et 59 % avec la région codante des cDNA de la 

drosophile melanogaster et de la levure (Saccharomyces  - c e l - e v i s i a e )  

respectivement. L'étude structurale de ce cDNA montre que la région 3' 

non codante est impliquée dans la dégradation rapide des messagers 

espriniés (SHAW et KILhIEK, 1986), ce qui ne semble pas être le cas de 

1'.4Kij messager et de 1'HSP 90 KD humaine. D'autre part, l'analyse 

chromosomique indique que le gene de I'HSP 84 KD de souris est localisé 



ATC CCI WC GAA GTG CAC CAT coc GAG GAG GAG CTG GAG rcc m GCG m CAC GCA CAA r n  GCC CAC CTC AT:TCC CTC ATC ATC AAC r n  TTC TAT TCA 
1 

~ P E E V H H G E E E V E T F A F C A E I A C L M S L I I H T T Y S  3' 

103 
M C  M C  W G  AT1 TTC CTC CGC WG TTC ATC TCT AIT GCT TC1 CAT GCC CTG CAC AAC ATÏ CGA TAT CAC AIX CTC ACG CAC CCT TCT AAG TTC CAC AGC GCG 
N K C l F L R E L I S W A S D A L D K . R . Y E S L T D P S K L D S C  68 

205 
M A  GAG CTG LU ATT WC ATC CTC CCC AAC CCT CAC GAG CGC ACG CTG ACT fTC CTC CAC ACA CGC ATT CGC ATt ACC AAG GCT CAC CTC ATT AAf AAC CTG 
K E L K I D I I P W P Q E R Ï L T ~ V D T C I C ~ T I A D L I Y N L  ln 

Z Acc A n  im rn uK: rcc rro ccc r r c  Arc cAc cm crc c r c  c n  cm ccr crc r T c  rcc rzc Arc ccc cAG TrT cm Gic TTC TAC TcC ccc 
G T I I K S G T K A F M E A L Q A G A D I S ~ ~ G Q F G V C F Y S A  1W 

409 
TAT CTA m GCA WC AAA crc m crc ATC ACG AAG CAC AAT ur crr GAG CAC TAT ccc TGG oit rcc TCT ccc CGT CGC TCC TTC ACC CTC CGC WOA W~C 

X L V A E K V V V I T K H H D D E Q Y A W E S S A G G S C T V R X D  170 

51 1 
CA7 OG1 U G  CC* ATT GGC CGG GGI ACC AAA CTC ATC CTT CAC CTC L A I  GAI GAC CAG ACC GAG TAC H G  GAG GAG AGG AGC CTC AAG GA1 GTG CTG AAG 111 

H C E P I G R C T K V I L W L K E D Q T E Y L E E R R Y K E V V K K  201 

61 3 
U T  TU; Q C  TTC ATA GGC TAT CCC A K  ACC CTC TAT TTG GAG LAC GNA CU: GAG AAC GAG ATC ACT U T  U T  GAG GCA W G  GIA W C  AAA CCT CAC M A  GAG 
H S X F ~ G ~ C I T L ~ L E K X R E K E I S D D C A ~ E E K C E K C  2@5 

T l 5  
WG CUA U T  AAG OIG U T  WC CAO LAC CCT M G  A H  W A  O I T  CiG CûA TCC CAT GAG GAI CAT CAC AGC GGC AAA CAC M G  AAA AAG AAA ICA AAG AAC ATC 
E X D K E X E E K P K I E D V G S D E E D O S G K D K K K K T K K I  272 

817 
A M  WG M C  TAC ATT CAC CAC CAC W G  CTG AAC M G  A U  AAC CCT ATC TGG ACC AGA AAC CCG GAT CAC ATC ACC CAC CAC GAG TA7 GGC G M  TTC TAT AAG 
K E K ~ X D Q E E L N K T K P I W T R M P D O I T Q E C ~ G E ~ Y K  306 

919 
AGC CTC &CC M T  U C  TGG GAG CAC CAC TTC GCA CTC AAG CAC TTC TCT CTA GAI CCT CAG TTC GAI TTC AGG GCA TTC CTC TTC ATT CCC CGG CGA GCT CCC 
S L T M D Y E D H L A V K W F S V E G Q L E F R A L L F I P R R A ?  340 

1123 
MC rn ATC CGC CGT rn m WC rcc GAG CAC n c  ccc CTG AAC ATC r c c  CGG CAO ATG CTG CAO CAC AOC LAC ATC CTC AAG CTC ATC CGC LAC MC ATC 
M F I R O V V D S E D L P L H I S R E ~ L Q Q S K ~ L K V I R K Y I  h o 8  

122s 
ûTC AAG M G  TGC CTG WG CTC TTC TCC CAC CTC CCT GAG CAC AAG GAG &AC TAC AAC AAC TTC TAT CAC GCC TTC TCC AAC LAT TTA AAG Ciï GGA ATT CA7 

V K K C L E L F S E L A E D K E N Y K K F X E A F S K W L K L G I H  112 

1327 
CU. WT TCC ACT LAC CGC CGC CGC CTC TCT GAG CTC crr CGC rrr CAC rcc t c r  CAC TCT GGA CAT GAG ATC rcc rcc TTC TCA GAG r r T  CTG TCT CGC ATC 
E D S T W R R R L S E L L R Y H T S Q S G D E M T S L S E Y V S R M  rJ6 

i rn 
AAG WC ACC CAC AAC rcc ATC TAC rrr ATC ACT cor WC AGC AAA CAC CAA crc ccc AAC TCT ccc m GTG GAG CGA crc CGG MG CGC ccc TTC GAG crc 

K E T Q K S I Y Y l T G E S K E C V A Y S A F ~ E R V R K R G F E V  

1531 
GTG TAT AIE ACT uc cm AIT WC u o  TAC rcc cro CAG CAC crc AAG GAG m CAT u;c MG AGC crc crc TCA crc ACT AAG GAG ccc CTG GAG CTA CCA 

V Y M T E P ~ D E Y C V Q Q L K E T D C K S L V S Y T K E G L E L ?  540 

1633 
WC WC WC OU GAG MC MC MA ATG WC GAG AGC AAG GCA AAG m GAG nr CTC roc AAG CTC ATG A A ~  GAG ATC n c  CAC AAG MC m WA MC crc 

E D L E E K K K ~ E E S K A K F E M L C K L ~ K E I L D K K V E K V  
578 

1735 
ACA ATC TCC M T  AOC CTT CTG TCT TCA CCC TEC TOC ATT OTG ICA AGC ACC TAT COC TGG AC1 GCC LAC ATG CM CGG ATC ATC M G  GCC CAC GCA CTC C U  

T I S M R L V S . S P C C I V T S T Y C Y T A W M E R 1 U K A Q A L R  
612 

1837 
WC LAC m AU ATC oac rrc ATG ATG occ AM AAA CAC n o  GAG ATC AAC cm CAC CAC ccc ATC crc CAC rcc CTG cca CAC AAG GCT GAG GCA WC AAA 
D M S T H G Y ~ M A K K H L E I W P D H P I V E T L R Q K A E A D K  646 

1939 
MC WC MA ax GTC MC CAC CTC GTG crc CTG CTG m UA ACT cm CTG CTC rcc rcr m n c  TCA crr GAG OIT ccc CM rcc CAC rcc MC CGC ATC 
I D K A ~ I D L V V L L F E T A L L S S G ~ ~ L E D P Q T ~ ~ Y R I  680 

2DCl 
TAC CPC ATC ATT ur n r  ur CTG ccc Arc WT WA UT GAG crc r n  GCA GAG GAG ccc ACT GCT ccr m ccr GAT WC Arc ccc cm CTC w cœ UT 

Y l l l K L G L G I D E D L V T A E L P S A A V C D E I P P L E G D  

21 13 
W C  W T  WC TCC CGC ATG GU OIG OTG U T  T M  AGCCTCCTGCAAWAGCCCTGCCCTCTWATA~ATCCCCGTCCCTCCCCCAOCAGCCCTWCCCACCTCOCTCTCTGCTUTtlCTA~ 

C D A S R M E E V D  

Figure 12 : ADN complémentaire et séquence protéique déduite de 1'HSP 84 KDa 
de souris (MOORE et al., 1987) 



sur au moins 3 chromosomes. Récemment, la séquence de ce cDNA de 1'HSP 

90 KD de poulet a été établie. Pour ce faire, BINART et al. (1989) ont 

eu recours au plasmide recombinant qui comprend le cDNAa de 1'HSP 90 KD 

humaine. Du fait que ce dernier reconnait 1'ARFi messager correspondant à 

1'HSP 90 KD de poulet, il a été utilisé comme sonde pour le criblage de 

la librairie des cDKA. 

Naturellement, les levures ne possèdent pas la réponse aux hormones 

stéroidiennes. Pourtant le génome de la levure (Saccharom.yces 

cerivisiae) contient un gène codant pour une protéine qui répond au 

label de cette famille de protéines de choc thermique. Ce gène séquencé 

(FARELLY et FIXKELSTEIN, 1984) renferme dans la région en 5 '  non codante 

une similitude avec la séquence consensus nécessaire à l'induction des 

gènes de choc thermique (voir paragraphe 3.3.) 

Bous ne pouvons clore ce chapitre sans citer le gène hsp 83 KD de 

drosophile, chez laquelle la réponse au choc thermique a été mise en 

évidence la première fois par RITOSSA et al. (1962). HACKETT et LIS 

(1983) ont déterminé la séquence nucléotidique codant pour cette 

protéine chez la drosophile mélanogaster. 

3.2. Etude comparative des séquences en acides aminés des HSP 90 KD 

La comparaison des séquences d'acides aminés des HSP 90 KD, 

déduites des séquences nucléotidiques déjà décrites ci-dessus est 

présentée sur la figure 13. Remarquons que plusieurs blocs de résidus 

d'acides aminés sont conservés chez toutes les espèces. De telles 

régions sont probablement importantes pour la(1es) fonction (s) de ces 

protéines. Une des caractéristiques qui différencie les hsp 90 KD de 
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Figure 13'- Alignement des séquences de résidus d'acides aminés des HSPs 90KD - humaines (Rebbe et al ., 1987), de souris (Moore et al., 19871, - 
de drosophile (Hockett et Lis, 19831, de levure (Farrelly et 
Finkelstein, 1384) et de poulet (Binart et al., 1989) 
Les tirets sont introduits dans les séquences pour obtenir 
1 'homologie maximale. 



souris de l'homme par rapport à ses homologues chez le poulet, la 

drosophile et la levure, est la présence d'une petite séquence de 7 

résidus d'acides amines en position N-terminale. Cette insertion qui 

n'est apparemment pas le résultat du phénomène de maturation des ARW 

messagers, pourrait avoir un intérêt dans la production des anticorps 

spécifiques de ces espèces. Pour mieux apprécier les homologies existant 

entre des espèces aussi éloignées que l'homme et la drosophile, des 

chiffres en pourcentages sont notés dans le t.ableau suivant : 

Sour is 9 8 

Poulet 86 8 7 

Levure 6 1 63 64  
- -- -- - 

Drosophile 78 8 1 89 67 

Espèces Homme Souris Poulet Levure 

3.3. Localisation d'une séquence consensus "HSE" (élgment de 
choc thermique) 

L'activation de la transcription d'un gène par un Enhancer exige 

très probablement un contact direct entre les protéines fixées sur les 

Enhancers et celles (dont l'.IRN polymérase II) participant à la 

construction du complexe d'initiation. Lorsque ces deux complexes 

nucléoprotéiques sont éloignés l'un de l'autre, il est probable que 

l'AD5 peut faire une boucle permettant ainsi un rapprochement entre eux. 



L'expression du gène de L'HSP est regulée suivant l'organisme et 

même le type cellulaire. Cependant, il semblerait que le mécanisme au 

niveau transcriptionnel soit commun à tous les gènes HSP eucaryotes. 

L'analyse de séquences dans la région 5' des gènes HSP de la drosophile 

a révélé la présence d'un site d'activation associé à une séquence 

consensus (Enhancer), retrouvée par la suite chez tous les autres gènes 

HSP. La sequence de cet élément consensus (HSE) (elément de choc 

thermique) est C -- GAA -- TTC -- G (où les tirets représentent 

n'importe quelle base nucléique) (voir paragraphe 1.4). Rappelons qu'un 

facteur HSTF qui se lie à 1'HSE a été isole et caractérisé, la plupart 

des gènes HSP renferme en fait plusieurs éléments consensus qui seraient 

mis en jeu de façon coopérative par liaison à ce facteur, et qu'une 

régulation négative rie la transcription existe également par 

' ire. accumulation de 1'HSP dans le novau cellul?' 

3.4. Etude Biochimique 

3.4.1. Prrri f ic~i t ion 

L'histoire de la mise en bvidence et de la caractérisation cles 

protéines 90 KD de mammifères, ainsi que la volumineuse littérature 

qu'elles ont suscitée jusqu'à nos jours a commencé avec la notion de 

réponse au choc thermique. 

C'est en 1982 que WELCH et FERAYIISCO ont établi pour la premiére 

fois un protocole de purification des protéines 90 KD à partir des 

cellules HeLa humaines. 

A partir de l'année 1985, les équipes traitant des récepteurs 

stéroidiens s'intéressaient de plus près à 1'HSP 90 associée au 

récepteur non transformé. 



L'étape préliminaire commune à tous les protocoles consiste à 

homogénéiser le matériel biologique (tissu ou cellules isolées) dans un 

tampon approprié. Cet homogénat est soumis à une ultracentrifugation, la 

fraction limpide ou surnageant représente le cytosol de départ. Ensuite, 

la purification en elle-même fait appel à de nombreuses techniques 

telles que : 

- techniques classiques (précipitation, 

chromatographie de gel-filtration, d'échange d'ions, 

et sur hydroxyapatite). 

- chromatographie d' immunoaf f inité 
-Techniques classiques : 

L;ELCH et FERMISCO, 1982 proposent un protocole en 3 étapes à 

partir du cytosol de cellules HeLa (prSnlablement portées au choc 

ou non). Ce protocole ccniprend un échange d'ions srIr DE 52 

cellulose, puis une chromatographie sur hvdroxyapatite et enfin 

terminent par une gel filtration sur Scphacryl S300. 

Le même protocole est adopté après par plusieurs auteurs; c'est le cas 

de HOWARD et DISTELHORST, 1988 pour purifier 1'HSP 90 KD à partir des 

cellules IM-9. 

En 1987, XEMOTO et al., ont adopté une méthodologie associant cinq 

étapes de purification de lfHSP 88 KD de foie de rat. D'abord, le 

cytosol est précipité sélectivement par le sulfate de protamine pour 

ohtenir des fract-ions plus enrichies en matériels 88 KD ; celles-ci, 

après dessalage sur le Séphacryl S200 sont ensuite dé,posées sur une 



colonne de DEAE-Sephacel d'échange d'ions. Le pic d'élution est mis sur 

une colonne de Séphacryl S300 de gel-filtration, et enfin sur une TSK 

DEAE 3SW (support d'échange d'ions à haute pression). Il s'agit là d'un 

protocole très long, qui pourrait expliquer les produits de dégradation 

obtenus à la fin de la purification. 

Une année après, DENIS (1988), développe un protocole rapide en 

deux étapes, à partir du cytosol de foie de rat. Ce protocole est basé 

sur des techniques de chromatographie d'échange d'ions et de gel- 

filtration en mode haute performance. 

- Chromatographie d'immunoaffinité 

L'immobilisation des anticorps sur un support solide, constitue un 

moven efficace et simple polir purifier spécifiquement des antigènes 

reconnus normalement par les anticorps fixés. Il s'agit d'une technique 

de plus en plus utilisée de nos jours, notaniment quant on dispose 

d' anticorps monoclonaux. 

X ce propos, très récemment RA1)~i;ilI et al. (1989) possédant un ariticorps 

monoclonal (BF4) anti-HSP 90 de poulet (RADAKTI et al., 1983) l'ont 

utilisé en guise d'immunoadsorbant afin de purifier cette protéine. 

Pour établir que cette méthode de purification n'affecte ni les 

propriétés physicochimiques (rayon de Stokes, coefficient de 

sédimentation), ni les propriétés immunologiques de cette protéine, les 

mêmes auteurs étaient amenés 4 tester ces mêmes propriétés de 1'HSP 

90 iiD à la fois à partir de l'extrait cytosolique et du récepteur de la 

progestérone stabilisé par le molybdate (REKOIR et al., 1984). 

3.4.2. Propriétés  biochimiques 



Différentes méthodes ont été utilisées pour purifier les HSP 90 KD 

de plusieurs espèces. 

L'ensemble des analyses biochimiques effectuées sur ces protéines nous 

donne des résultats à la fois concordants et intéressants que nous 

regroupons ci-dessous : 

1 )  Ou'il s'agisse des HSP 90 KD libres ou liées aux différents 

récepteurs stéroidiens non transformés, les valeurs des caractéristiques 

physicochimiques résumées dans le tableau V I  sont très rapprochées. 

Il s'agit à chaque fois d'un dimère de HSP 90 IiD ayant une structure 

dissymétr ique. 

2) Soiis avons déjà présenté les séquences en acides aminés complètes des 

5 protéines HSP 90 KD déduites de leur cD5.A (voir figure d'homologie de 

séquence n' 13). fous nous limiterons ici à signaler que la composition 

en acides-aminés, ainsi que la détermination des séquences K-terminales 

des mêmes protéines par la degradation autoniatique d'Edman, révèlent des 

résultats concordants (WELCH et FERMISCO, 1982 ; RATAJCZAK e t  al., 1987 

; SEHOT0 e t  al., 1987 ; DENIS, 1988 ; LESS-MILLER et ANDERSON, 1989). 

Les protéines de choc thermique subissent des modifications post- 

traductionnelles telles que : la méttiylation (WANG e t  al., 1981), la 

glycosylation (KELLEY et SCHLESINGER, 1978), 1'ADP-ribosylation 

(CARLSSON et LAZARIDES, 1983) ou encore la phosphorylation (KIM et al., 

1981c ; HOI-SLET e t  al., 1985 ; MENDEL e t  al., 1986). De telles 

modifications peuvent affecter la fonction et la stabilité métabolique 

de ces protéines (LAKKS, 1983) .  C'est vraisemblablement la 



TP.3tEATJ VI - Caractéristiques hydrodynamiques des HSP 90 m a  (libre et liée au récepteur non transformé) - 
source Masse Moléculaire Mr (KDa) Rs(nm) Rapport axial Rapport de Références 

apparente (KDa) Forme native Sw, 20 
(a/b) friction(Fd) 

en PAGEISDS (dimère) 

Cellules HeLa 
Iluma ine s 

169 5,f 6,g8 n.d. n.d. WELCH et FERAMISCO 
1982 

4 Foie de rat 

Foie de rat 

0,1 - + 0,2 6,9 - + 0,3 13 1,7 DENIS et al., 1988b 

174 6,2(+ sel) 
6,2(+ molybdate) 6,8 NEMOTO et al., 1987 

Cellules de souris 
(5178 Y) 

KOYASU et al., 1986 

Oviducte de 
Poulet 

RADANVI et al., 1989 

Oviducte de 
Poulet RADANYI et al. ,1989 

Oviducte de 
3 Poulet RADANYI et al., 1989 

A : HSP gO~D;>urifiée à partir de l'extrait cytosolique 
B : HSP 90K~~urifiée à partir du récepteur non transformé 
C : HSP 90~Dpuri.f iée à l'aide du monoclonal (BF4) 

a = mélange de 90 et 100 KDa 
n.d . = non déterminé 



phosphor~lation de ces protéines in vivo qui semble intervenir dans la 

stabilité du complexe récepteur-HSP 90 KD. Fait intéressant : d'après 

BINXRT et al. (1989) ,  les 2 sérines impliquées dans la phosphorvlation 

sont positionnées dans la région N-terminale de ltHSP 90 KD supposée 

interagir avec le récepteur non transformé (voir figure 14A). 

3) Kotons enfin que 1'HSP 90 KD est une protéine essentiellement 

cytoplasmique (KOYASU e t  al., 1958) bien qu'elle soit détectée ilans le 

novau (GASC et al., 1984). En effet, cette protéine est assez abondante 

dans la cellule. Elle représente jusqu'à 1 X des protkines cytosoliqiies 

(GELCH et FERAYISCO, 1982 ; KELLEY et SCHLESISGER, 198% ; LAI e t  al., 

1984 ; S-ASCHEZ e t  al., 1985) et se trouve en large excès molaire par 

rapport aux récepteurs stéroidiens (100 à 1000 fois). Par ailleurs, son 

caractère acide (pHi 5,O-6,j) pourrait expliquer la (!ifference de 

comportement en chromatographie d'échange d'ions sur DEAE-cellulose des 

récepteurs non transformés par rapport aux récepteurs transforniils (voir 

paragraphe 2 . 4 . 2 )  (BES-OR et CHRMIBACH, 1983 ; DXSZE e t  al., 1987 ; 

S.IKACE et TIIO-ZPSON, 1977 ; SCHYIDT e t  a l . ,  1980). 
:% 

3.5. Interaction de 1'HSP 90 KD avec les différents domaines du 
récepteur. 

* Domaine E 

Tout d'abord, PRATT et al., 1988 ; GREEN e t  al., 1986, GRONEMEYER 

et al., 1987 réalisent des expériences de transfection de gènes codant 

pour les récepteiirs GR et ER humairis, PR de poulet dans des cellules 

réceptrices (singe, hamster et levure) qui en sont dépourvues. Ils 

remarquent alors que les récepteurs synthétisés se lient ailx protéines 

HSPs endogènes, d'une façon h6térologue. Ainsi les résultats de ces 



expériences suggèrent un mécanisme d'association de 1'HSP 90 KD commun 

aux recepteurs stéroidiens dans toutes les espèces. 

Pour définir par la suite le ou les domaine(s) du récepteur 

impliqué(s) dans l'association avec 1'HSP 90 KD, plusieurs auteurs 

spécialisés dans la génétique moléculaire font appel à des expériences 

de transfection, utilisant des plasmides qui ont intégré soit le gène du 

G R ,  soit le gène d'ER. Ces plasniides transformés, codent soit pour le 

type sauvage, soit pour des recepteurs mutes (HOLLENBERG et al., 

1987 ;KUMAR et al., 1987). 

De telles expériences montrent. que le domaine de liaison au stéroide 

(domaine E )  est impliqué dans l'interaction avec 1'HSP 90 KD. En effet, 

après transfection de cD5A de GR où manque le domaine E, il apparait la 

fornie icS transformée et non la forme non transformée (PRATT et al., 

1988). Cette forme 4 S ,  rappelons-le. est tout à fait fonctionnelle, même 

en absence de l'normone, un tel mutant constitutif est obtenu également 

avec le récepteur des oestrogènes chez le rat (WATERgAN et al., 1988). 

D'autre part, DA?iIELSEti et a1.(198h), PRATT et al (1988), analysant 

différents mutants, localisent une région dans le domaine E en position 

(395-615) de la séquence du récepteur de rat qui serait responsable de 

la formation du complexe HSP 90 KD-récepteur. 

Ces derniers résultats sont consolidés par d'autres résultats 

d'ordre biochimique et immiinologique. En effet, l'analyse immunologique 

par DENIS et al. (1988) du nléro-récepteur généré par protéolyse 

trypsique ménagée (WRASGE et al., 1978), montre que celui-ci non 

dénaturé, gardant encore la capacité de lier le stéroide est 

immunoprécipité par un anticorps monoclonal anti-HSP 90 de rat. Ce 



résultat donne une évidence plus directe pour l'interaction de 1'HSP 90 

avec le domaine de liaison aux glucocorticoides (voir figure 16C). Des 

résultats similaires ont été récemment rapportés dans les cellules L 

(BRESNICK et al., 1989). Ces résultats sont intéressants, 

malheureusement, ils ne nous renseignent pas sur le type de liaisons 

gouvernant cette association HSP 90KD -domaine E du récepteur. Il n'est 

pas exclu d'envisager d'autres liaisons qui viennent renforcer la 

cohésion et le maintien de cette forme héterooligomérique du récepteur 

non transformé. 

fi Domaine C 

Sachant d'une part que ce domaine de liaison à ~ ' A D X  du récepteur 

est riche en résidus d'acides aminés basiques (voir paragraphe 2 . 5 . 3 ) ,  

et d'autre part que le récepteiir non transforme par opposition au 

iécepteur transformé a peu d'affinité pour les supports anioniques 

(toir paragraphe 2 . & . 1 ) ,  plusieurs auteurs pensent à une interaction 

(HSP-récepteur), possédant un caractère ionique. En ce sens, l'analyse 

de la séquence d'ADS complémentaire de 1'HSP 90 KD (le poulet (voir 

paragraphe 3.1) (BINART et al., 1989) montre une région d'environ 70 

acides aminés dont le taux d'hydrophilie est conservé à travers 

l'évolution. D'après les mêmes auteurs, cette région pouvant adopter une 

conformation en 

hélice a serait impliquée clans l'interaction de 1'HSP 90 KD avec le 

domaine C du r6cepteur. Avant de reprendre cela dans le chapitre. 

suivant, signalons qiie d'autres arguments plus directs, et 

concordantsdans la même trajectoire ont été apport-és : ce sont les 

travaux de HOWARD et DISTELHORST (1988) qui montrent qu'après 



purification, parallelement, du récepteur activé et de 1'HSP 90 KD à 

partir des cellules IM 9 humaines, l'addition en large excès de I'HSP 90 

KD au récepteur transformé (16 molécules d'HSP 90 KD pour une molécule 

de récepteur transformé), inhibe la capacité de ce dernier à se lier à 

l'ADN. 

3.6. Modalité d'interaction d'HSP 90 KD - Domaine C du récepteur. 

La connaissance précise de la position spatiale des divers groupes 

d'une molécule protéique constitue une information importante pour la 

compréhension de ses propriétés fonctionnelles. Malheureusement, rares 

sont les protéines qui ont bénéficié de la cristallographie aux 

rayons X. Néanmoins, la structure secondaire d'une protéine fournit des 

renseignements non négl igeables . 
En c e  sens, plusieurs auteurs se sont penchés sur l'étude de la 

structure secondaire des protéines 90 KD de choc thermique, afin de 

mieux comprendre leur modalité d'interaction avec d'autres protéines, et 

particulièrement avec les récepteurs des hormones stkroidiennes. Les 

études faites dans ce domaine étaient basées sur des calculs de 

prédictions de structure secondaire ; plusieurs renseignements 

intéressants ont été obtenus : 

L'analyse du rapport hydrophilie-hydrophobie des protéines, 

d'abord de 1'HSP 90 KD de levure et de 1'HSP 83 KD de drosophile 

(BLACKMAN et MESELSON, 1986) montre qu'il existe de larges régions 

d'acides aminés où la fréquence d'homologie est faible alors que la 

densité des charges globales est quasi-constante ; de telles régions 

sont ensuite identifiées (voir figure 11)  chez 1'HSP 90 KD de l'homme 



(218-281), 1'HSP 84 KD de souris (218-315), et récemment dans la région 

(221-290) nommée A. Chez le poulet, en plus de cette région A ,  il existe 

une deuxième région B (530-581) qui est pareillement très hydrophile 

comme la région (421-560) de 1'HSP 84 de souris. Selon les prédictions 

de structure secondaire (voir figure lj), ces deux régions adoptent des 

conformations en hélice, vraisemblablement stabilisées par des 

interactions entre les acides aminés (aspartique, glutamique) et lysine, 

et seraient les premières candidates pour des interactions entre 

protéines. 

A ce propos, BINART et al. (1989) ont identifié un petit domaine 

très riche en résidus d'amino-acides glutamyl et lysyl (233 ---> 247) 

dans la région A de 1'HSP 90 KD de poulet qui adopterait une 

configuration spatiale identique à celle de la double hélice ~'ADS. 

Selon les mêines auteurs, ce domaine, où les conservations topologiques 

de charges parmi différentes espèces est remarquable, serait impliqué 

dans l'interaction avec le domaine de liaison à l'ADN des récepteurs 

stéroidiens (voir figures 14A, 14B). 

3.7. Aspects fonctionnels de l'association HSP 90 KD-récepteurs 
stéroidiens. 

Si la possibilité physiologique d'une association HSP-récepteur 

devient de moins en moins contestée (PRATT et al., 1988), la 

signification biologique ainsi que les modalités précises de celle-ci 

sont encore inconnues. Cependant, plusieurs hypothèses ont été 

proposées. 



Figure 14A - Conservation.des charges négatives dans la région A - des 5 HSP 90 KD. 
x : indique des résidus d'acides aminés 

Figure 14B - Schéma découlant du segment (228-290) modélisé de la région A - de 1'HSP 90 KD de poulet. 
Le segment 228-232 adopterait une conformation en pelote (coi11 
Deux régions 233-247 et 261-287 adoptent une conformation en 
hélice alpha, mimant la configuration spatiale de l'ADN. 
(Selon BINART et al., 1989) 



r: 
16 charges 

[110,5 O] 
* région 50-70 

chargée e t  
exposée 

27 charges @ 
51 charges O 

h é l i c e  - 215-260 
h é l i c e  + 261-275 

13 charges 22 c h a r g e s a  9 charges @ 
24 charges O 17 charges 

- Les données de prédic t ion  de l a  s t r u c t u r e  

h é l i c e  H : 6 0 %  
345-355 FB: 25 % 
t r è s  chargée a T :  1 2 %  

secondaire 

Zones exposées 
420 - 432 
540 - 560 (13 charges) 

de 1'HSP 84 W a  chez l a  sou r i s  (MOORE e t  a l . ,  1987) Figure 15 - 



Figure 16 - Représentation schématique des récepteurs stéroîdiens. - 
A - Forme 7s du récepteur de la progestérone représentée avec 

une molécule d'HSP 90, obtenue par purification suivie par 
un traitement de cross-linking à l'aide du diméthylpimelimidate 
(ARANY1 et al., 1988) 

B - Le mutant nt; du récepteur des glucocortico?des dépourvu 
de la région N-terminale (GEHRING et ARNDT, 1984) 

C - Forme 8s du récepteur des glucocortico~des soumise à une 
protéolyse trypsique ménagée. 



Ainsi, deux fonctions simultanées peuvent être attribuées à 1'HSP 

90 KD concernant sa liaison aux récepteurs stéroidiens. 

i) I'HSP 90 KD pourrait contribuer à stabiliser la protéine réceptrice. 

En effet, certaines expériences indiquent que les récepteurs résistent 

mieux aux agents chimiques et à la température sous la forme 8 S par 

opposition B la forme 4 S. 

LEACH e t  al. (1979) ; BUCHOU e t  al. (1983) ; ARANY1 et a1.(1988). Cet 

effet protecteur de 1'HSP 90 KD pourrait d'ailleurs expliquer la 

longévité plus importante des récepteurs en absence plutôt qu'en 

présence d'hormone (MILGROM et al., 1973 ; READ et al., 1988) ceci va 

dans le même sens que les constatations de HOWARD et D I S T E L H O R S T  (1988a) 

qui ont noté qua la durée d'interaction de 1'HSP 90 K D a  avec le 

récepteur correspondait à sa demi-vie dans la cellule. Cela laisse 

supposer que 1'HSP 90 KD jouerait un rôle dans la régulation de la 

dégradation intracellulaire du récepteur. 

ii) En plus du rôle protecteur, la fonction essentielle de 1'HSP 90 peut 

être schématisée comme suit : 

BAULIEU a al., 1989 
* : vide 

1'HSP 90 KD masque le site de liaison du récepteur à l'ADN, ceci est 

encore mieux favorisé par l'interaction de 1'HSP 90 KD avec un deuxième 



site dans le domaine de liaison au stéroide (PRATT e t  al., 1988), DENIS 

e t  GUSTAFSSON., 1989) si bien qu'en absence d'hormone, le récepteur 

n'est pas capable de lier l'ADN (PRATT e t  al., 1987). Une fois le 

stéroide lié au récepteur, celui-ci répond au message hormonal en 

adoptant un changement conformationnel lui permettant de dévoiler un 

domaine de liaison à l'AD&, ce qui entraîne une déstabilisation du 

complexe HSP-récepteur, et le départ de 1'HSP 90 KD (MENDEL e t  al., 

1986). Ainsi, pour remplir son rôle biologique, le récepteur bénéficie : 

- d'un domaine capable de reconnaître le signal hormonal et. de 

le traduire à l'ensemble de la protéine. 

- d'un deuxième domaine fonctionnel et exécutif. 

- et d'un represseur extrinsèque qui serait 1'HSP 90 KD,en absence 

de 1 ' hormone. 

'3.8 - Conclusion 

Durant les dix dernieres années, les résultats concernant la 

struct.ure et la fonction du récepteur des hormones glucocorticoides ont 

été abondants et t,rés int-éressants, cependant. la stoechiométrie, ainsi 

que les modalit-és précises dlint.eraction de la protéine 90 KD avec le 

récepteur à l'état non transformé ne sont pas clairement établies. 

L'emploi des méthodes de purification du récepteur et de la protéine 

90 KD, combinées à des méthodes de biologie moléculaire, d'immiinologie, 

et de cristallographie conduiront à mieux comprendre l'étape 

mystérieuse de la transformation dans le mécanisme d'action des hormones 

glucocorticoïdes. 



RESIJLTATS PERSONNELS 



L'activite centrale de notre laboratoire consiste en l'étude 

du mécanisme d'action des hormones glucocorticoides du foie de rat par 

voie antérograde, d'où l'utilité de disposer du récepteur à l'état non 

transformé et transformé. La purification des deux formes du récepteur a 

déjà fait l'objet de deux thèses (IDZIOREK,198S R BELHASE%,1987) 

respectivement. 

notre arriv&e,le travail qui nous a été confié est: 

* La mise au point d'un protocole de purification de la protéine 90 KD 

du rat 

* La caractérisation biochimique, inirnunologique et scructiirale tie cette 

protéine. 

1 .CHOIS DG PXOTOCOI~E DE PïHIFI ( ; i \TIOJ  

Sous avons rapporté dans le paragraphe '3.5.1 les protocoies employés 

pour purifierla protéine 90 K D  de différentes espèces, libre ou associée 

aux récepteurs st~roiciiens. 

Rappelons que la prbparation du c:ytosol est l'étape préliminaire commune 

à tous ces protocoles.Çelle-ci est suivie soit de techniques classiques 

de purification, soit d'une chromatographie d'immunoafinite du récepteur 

non transformé avec séparation ultérieure de la protéine 90 KD. 

Une alternative etait posée : purifier la protéine 90 KDlibre ou liée au 

recépteur?. 

-D'une part ,notre laboratoire maîtrise la technique de chromatographie 

qui permet. la purification di1 récepteur non transformé: 



la fraction cytosolique est d'abord soumise a une double précipitation 

par une solution de streptomycine puis une solution de protamine (voir 

matériels et méthodes). La fraction obtenue, nommée extrait Su1fat.e de 

Protamine (SP) est ensuite incubée avec un gel d'affinité (Sépharose 4B 

- diaminononane dexaniethasone), mis au point par LUSTENBERGER et al., 

1980 ; I D Z I O R E K  et al., 1985, visant une adsorption du recepteur sur le 

gel. L'élution biospécifique du récepteur s'effectue en présence d'un 

excès de dexaméthasone ou encore d'acétonide de triamcinolone, 

permettant de récupérer le rPcepteur rion trarisformé (associe à l a  

protéine 90 KD) à 90 % d'homogénéité (fraction appelée éluat 

cl',~ffinit.é). L'extrait sulfate de protamine non retenti sur le gel est 

repassé 1 à 2 fois sur ce dernier afin d'obtenir tine fraction épuisée en 

récepteur (jusqu'à 98 %) que nous appelons SPE. 

-D'autre part au cours de notre DEA (Diplôme d'Etudes Approfondies),nous 

avons montre que l'anticorps monoclonal anti 88 RU d'~chlya ambisexualis 

( R I E H L  et al., 198.5) réagit de manière spécifique avec la protéine 90 KD 

du rat contenue dans les ciifferentes fractions citees plus haut: 

Le cytosol, SP, l'éluat d'affinité, SPE, mais, ainsi qu'en témoigne la 

figure 18, c'est la fraction SPE (très riche en 90 KD),qui réagit le 

plus for tement. 

Par conséquent,il nous a semblé plus rapide et plus simple d'utiliser 

l'anticorps de TOFT en guise d'immunadsorbant pour purifier la protéine 

90 KD libre à partir de la fraction SPE, plutôt que de recourir au 

protocole de purification du récepteur non transformé, existant à l'état 

de tracts. 



Figure 18 - ïraiminor~vdlation des blota par l'anticorps monoclonal AC 88. 

a - Fraction de l'extrait sulfate de protamine 4puisd en 
récepteur (SPE) 

b - Fraction de cytosol 
'c - Fraction de l'extrait sulfate de protamine (SPI 
d, e, f, g et h - Fractions d'éluat d'affinit6 en quantitd 

respectivement d6croissante. 

i - Témoins de poids moléculaire standard. 



1.1 SHROMATOGRAPHIE D'AFFINITF 

Nous avons utilisé le support Sépharose 48 activé au bromure de 

cyanogane (BrCN) en présence d'une base forte (phosphate de potassium 5 

H, pH 11.9) ; son rôle est de faciliter l'attaque du BrCN sur les ions 

alkoxydes formés tel que 

+-on- -. + B r C N .  * $WH 

Les groupements imines ainsi formés réagiront avec les groupements 

amines (NH2 - R) des inununoglobulines G de l'anticorps monoclonal anti- 
88 KD. 

Pratiquement, dans nos meilleurs essais, nous partons de 1,7 mg  AC 88, 

dissous dans un tampon approprié pour 1 ml de gel active, L'ensemble est 

incubC dans une petite colonne (voir matdriels et méthodes). L'.effluent 

non retenu sur le gel est à la fois dosé pour son contenu en 

inimunoglobulines et teste sur les protéines 90 KD transférdcs sur 

nitrocellulose (Western-blot). Ce dernier contrale nous indique si le 

greffage des anticorps a lieu. Quand l'effluent révéle encore la 



protéine 90 KD, celui-ci est remis avec le gel, jusqu'à ce qu'il soit 

suffisamment épuisé de son activité d'anticorps. 

Le dosage des immunoglobulines est utilisé dans le but d'apprécier le 

taux de greffage des immunoglobulines sur le support. Cette appréciation 

est obtenue par le calcul de la différence entre la quantité de 

protéines avant et après couplage au support. 

Puisque la protéine 90 KD est dépourvue de toute activité biologique 

mesurable,le contrôle de l'efficacité de l'adsorption a été réalisé par 

conparaison de l'intensité des bandes 90 KD présentes dans le SPE avant 

et aprés adsorption. 

L'adsorption est apparue faible (La bande 90 KD diminue peu dans le SPE 

aprés adsorption).Plus grave encore, aucune élution de la protéine 90 KD 

n'a pu être obtenue du support avec le tampon Glycine-HCL pH 2,8 

couramment utilisé pour l'élution d'antigènes adsorbés, d'aprés la 

littérature. Devant le résultat négatif obtenu avec ce tampon, nous 

avons utilisé un deuxième tampon d'élution de pH basique,dans l'espoir 

de décrocher mieux la protéine du gel, mais sans grand résultat. 

Nous avons alors renoncé à poursuivre dans la voie de la mise au point 



d'un immunadsorbant efficace et reproductible basé sur .l'anticorps Ac 88 

de TOFT. En effet cet anticorps, qui constitue l'élement clé du 

protocole de purification, ne nous est fourni qu'en quantités limitées, 

en tout cas insuffisantes pour un travail minutieux de mise au point. 

Nous avons donc préféré le garder comme outil de détection et de 

caractérisation de la protéine 90 KD dont la purification a été 

envisagée d'une autre manière. 

1.2. APPLICATION DU PROTOCOLE DE NEMOTO et a1.,1987 - - - - - -- 

Au même moment NEMOTO et a1.,1987 publiaient un protocole de 

purification de la protéine 88 KD du foie de rat. Le schéma de ce 

protocole est résumé sur la figure 19. 

D'abord, pour separet la prot-éine 88 tiD cyt.osolique iibre de celle liée 

au récepteur non transformé, 1 volume de cytosol est atldj.tionné nxJec 1/8 

volume de phosphocellulose dans un tampon contenant du molybclate de 

sodium 10 m!. Le filtrat. cvtosolique est ensuite incubé avec une 

solution de protamine. Le precipite recueilli est repris dans un tampon 

phosphate 160 m>1 et dialysé contre celui-ci. Après centrifugation, le 

surnageant est recueilli et soumis A une succession de méthode 

classiques de chromatographie de gel filtration et d'échange 

dfions,comme suit: 

Segk?c rv l  S200,  DEAE Sephacel, Sephacryl S300, TSK DEAE-3 SV. 

hous avons teste ce protocole à de nombreuses reprises,mais nous n'avons 

jamais pu atteindre la derniere étape de purification pour les raisons 

suivantes: 

Tout d'abord le protocole comporte tle nombreiises &tapes assez 

longues,qui peuvent compromettre la stabilité de la protéine 88 KD. 



Foies de rats 

Surnageant éliminé 

Précipité éliminé 

I 
Cytosol 

I 
+ sulfate de protamine sous agitation 1 pendant Ih ,  puis centrifugation à 

1500 g x 10 min 

Précipité 
I 

repris dans tampon NaPI6 
+ Dialyse contre le même tampon 1 pendant 4h, puis centrifugation 
24 000 g x 20 min 

Surnageant 

I 1 - Sephacryl S200 2 - DEAE-Sephacel + 3 - Sephacryl S300 4 - TSK DEAE-3SW 
Protéine 88 KD pure 

Figure 19 - Purification de la composante non liante du RGNT du 
foie de rat (d'après T. NEMOTO, Y. OHARA-NEMOTO and 
M. OTA., 1987) 



Ceci peut d'ailleurs expliquer les produits de dégradations copurifiés 

avec la protéine en question, dans la dernière étape. 

* A part la colonne TSK DEAE-3SW, les autres colonnes sont remplies de 

gels mous traditionnels. Les problèmes liés à l'utilisation de ces gels 

ne sont plus a demontrer, parmi ceux-ci : 

- la granulométrie de ces gels est grossière (environ 100 pm de 

diamétre), ce qui leur donne une résolution modérée. 

- Leur résistance niécanique est assez faible ce qui implique un dSbit 

faible et des étapes chromatographiques longues. Ces gels ont tendance à 

se tasser facilement quand le débit et la pl-ession qui lui sont. 

appl iqurtts s ' élèvent. 

- bien que tous les paramètres expérimentaux soient fixés, les 

chromat.ogrammes ne sont pas toujours reproductibles. 

Cne autre crit ;que :.lue l'on peut faire au protocole de !iE!IOTO, c'est 

qu'il comporte quatre étapes chromatogrnphiques, alors qu'il n'utilise 

en fait que deus tvpes de chromatographies . 



1.3. MISE EN OEUVRE D ' I I N  PROTOCOLE UTILISANT LA CHROMATOGRAPHIE LIOIiIDE - 

HAUTE PERFORMANCE (HPLC) 

Cette dernière réflexion, plus le fait que notre laboratoire d'accueil 

était équipé de matériel chromatographique à haute performance, nous ont 

encourage à mettre au point un protocole en deux étapes de pur~fication 

de la protéine 90 KD (voir figure 20). 

Avant de rapporter nos résultats, nous avons jugé intéressant de donner 

quelques précisions sur la Chromatographie Liquide Haute Performance 

(HPLC) qui remplit un rôle déterminant dans la séparation des proteines. 

1.3.1 Apport de la chromatographie liquide haute performance. 

L'un des plus grands progrès en chimie et biochimie fut 

1 '  introduction de la chromatographie. Dès la fin des années 40 on 

réalisait que La taille et. la forme du materiel actif en chromatographie 

étaient de première iniportance pour la séparation de substances très 

voisines. Ce n'était pas uniquement les propriétés des matériels 

chromatographiques permettant de séparer les différentes substances qui 

étaient importantes, mais plutôt l'efficacité avec laquelle ces 

propriétés étaient utilisées. Le message était simple : faire que la 

surface active du matériel soit La plus large possible afin que les 

substances chimiques à séparer puissent interagir. Ceci se réalisait en 

diminuant la taille des particules du matériel c:htomatographique. L'ne 

chromatographie effectuée dans une colonne remplie de petites particules 

implique l'emploi de pompes haute pression, ainsi qu'une stabilité 



mécanique accrue du matériel chromatographique. Le terme chromatographie 

liquide haute pression (HPLC) fut utilise pour decrire tous les 

développements basés sur ces idées en chromatographie. Ces 

développements dus au progrés de la technique de préparation des 

supports, de fabrication des pompes et des détecteurs, sont apparus à la 

fin des années 60 et pendant les années 70. Plus tard, le sens du terme 

HPLC fut modifié et il signifie maintenant, Chromatographie Liquide 

Haute Performance. La silice est l'un des matériel5 chromatographiqiies 

utilisés en HPLC. Sa grande stabilité mécanique l'a rendue utilisable 

dans la mise en oeuvre des nouvelles idées. En Biochimie, 1'HPLC a jcik 

également un grand rôle. Aujourd'hui des particules en silice traitées 

par une couche compatible avec les protéines, sont. disponibles. Ces 

particuies ont approximativement un diamètre 10 fois plus petit que 

celui des gels mous traditionnels, ce qui leur donne une efficacité 

accrue en chromatographie. 

Le but principal de la Biochimie est de comprendre et de décrire les 

structure de hase responsables des fonctions biologiques des 

biomolécules. Vne purificat-ion au préalable de ces biomolécules joue le 

plus souvent un rôle majeur. La diversité de la vie se reflète, d'une 

certaine façon, dans le vaste nombre des différentes protéines qui se 

trouvent dans les organismes vivants. La bactérie E. coli, par exemple, 

contient 3 000 protéines differentes, alors que les animaux supérieurs 

peuvent en contenir plus d'un million de différents types. 



I l  e s t  a l o r s  s i m p l e  d e  comprendre que l ' i s o l e n i e n t  d ' u n e  s e u l e  p r o t é i n e  

p u r e  s o i t  un t r a v a i l  d i f f i c i l e  e t  p é n i b l e .  L ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  d e  l a  

p r o t é i n e  i s o l é e  n ' e n  e s t  pa s  moins d é l i c a t e .  Not re  p r o t o c o l e  d e  

p u r i f i c a t i o n  de  l a  p r o t é i n e  90 KD de r a t  e s t  b a s é  e s s e n t i e l l e m e n t  s u r  

c e t t e  Chromatographie  L i q u i d e  Haute Per formance ,  e n  echanze  d ' i o n s ,  p u i s  

en  e x c l u s i o n  de t a i l l e .  

1 . 3 . 7 .  Sf RLCTL'RE DES ÇI*PPB'I'S 13 ' E S C L C S I O 5  DE TAILLE ( F I P S E L )  

J u ç q u ' à  l a  f i n  d e s  années  60 ,  1 'IiPLC, ~ i t i l i s a n t  d e s  s u p p o r t s  

a p o l a i r e s  de  t s p e  hydrocarboné  g r e f f é s  s u r  l a  s i l i c e  ( S r 0 2 1  a  é t é  

l imi t . ée  aux  p e t i t e s  mo lécu le s  b i o l o g i q u e s .  Pour l a  s e p a r a t i o n  d e s  

macromolécules  en  mode d ' e x c l u s i o n  de t a i l l e ,  il s e  p o s a i t  l e  problènie A 

l a  f o i s  de 1 '  i n e r t i e  chini ique cli l  s u p p o r t  e t  cle sn po t -os i t é :  E n  e f  t'et ce  

t y p e  de  ch roma tog raph ie  n é c e s s i t e  que l a  t a i l l e  d e s  p o r e s  du s u p p o r t  

s o i t  s ~ i f f i s a n t e  pour perniet.trc. l a  pér ic t i -a t ion  (les macromoléciiles t o u t  en  

min imisan t  l e s  e f f e t s  d ' a d s o r p t i o n  i o n i q u e  non s p é c i f i y u e s  dûs  aux 

groupements  s i l a n o l s  (Si-OH) l i b r e s  (LtEMR e t  ABOTT, 1 9 7 9 ) .  

Depuis  1965,  l ' u n  d e s  s o u c i s  des f a b r i c a n t s  é t a i t  d ' o b t e n i r  d e s  

p a r t i c u l e s  de  s i l i c e  de  t a i l l e  d é f i n i e .  Les p r e m i e r s  s i i ppo r t s  ( 1 6 c r i t s  

é t a i e n t  e n  v e r r e  ( C P G )  (HALLER, 1965) ,  e t  e n  s i l i c e  macroporeuse 

( K I R K L A N D ,  1976) .  

En 1980, UNGER déve loppe  d e s  p a r t i c u l e s  d e  s i l i c e  a y a n t  un d i a m è t r e  de  

10 Pm, e t  une t a i l l e  d e s  p o r e s  rie 4000 A.  E n s u i t e ,  d e s  e f f o r t s  s e  s o n t  

m u l t i p l i é s  pour r é d u i r e  l e s  phénomènes d r 6 c h a n g e  d ' i o n s  i n d é s i r a b l e s  

l i e s  d c e s  s u p p o r t s .  



Foie de rat surrénalectomisé 

Cytosol 

1 -* Sulfate de streptomycine 

2 - Sulfate de protamine 
Sulfate de protamine 

Chromatographie d'affinité 

Repassé 
1 à 2 fois C Effluent d'affinité Eluat d'affinité 

Extrait sulfate de protamine 
épuisé en récepteur (SPE) 

1 1 - DEAE 3 SW préparative 
2 - TSK G4000 préparative,analytique 

Protéine 90 KDa pure 

Figure 20 - Protocole de purification de la protéine du foie de rat. 
-. 



La f i g u r e  21, résume un p r i n c i p e  de g r e f f a g e  c o v a l e n t  d ' u n e  phase  

h y d r o p h i l e  i n e r t e  s u r  un s u p p o r t  de t y p e  v e r r e  on s i l i c e  po reuse  

(KEGNIER e t  NOEL, 1976) ,  donnant  a i n s i  un s u p p o r t  r i g i d e  ( d e  t y p e  d i o l )  

q u i  permet  de  r é a l i s e r  un v r a i  t amisage  m o l é c u l a i r e  de  p r o t é i n e s  

d i v e r s e s .  

Les g e l s  TSK (ROKUSHIKA e t  a l . ,  1979) s o n t  f a b r i q u e s  de  manière  

s r m l l a i r e  au  p r o t o t y p e  donné s u r  l a  f i g u r e  2 1 .  

4c t i i e l l emen t ,  nous d i s p o s o n s  s u r  l e  marché (TOYOSODA,  Japon)  (le 

d i f f é r e n t ç  s i i ppo r t s  TSK SW c i ' e x c l u s i o n  d e  t a i l l e .  Le d i a m è t r e  cles 

p a r t i c u l e s  e s t  compr i s  e n t r e  10 e t  17 pm, e t  l a  t a i l l e  (les p o r e s  L a . - i e  

rie 1 2 , 3  a 50 nm. Les l i m i t e s  de s é p a r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t e s  c o l o n n e s  TSK, 

rSK G2000 Ski ( l l r  < 100 000) , TSK G3000 Sh' (Mr < 350 000- 500 000)  , e t  l a  

TSK G4000 SL. (Yr < 1 000 000)  o n t  eté p r é c i s é e s  p a r  ROKL'SHIKA e t  a l . ,  

1979) .  

1 . 3 . 3  STKtCTLKE DES SUPPORTS D'ECHAXGE D'IOXS (HPIEC) 

Le t r a v a i l  r é a l i s é  dans  l e  c a d r e  de  l a  ch roma tog raph ie  d ' e x c l u s i o n  

de  t a i l l e  h a u t e  per formance  a beaucoup s e r v i  pour l a  f a b r i c a t i o n  d e s  

s u p p o r t s  d ' é change  d ' i o n s .  En e f f e t ,  il s u f f i s a i t  de r é a l i s e r  une 

m a t r i c e  échangeuse  d ' i o n s  e t  de  l ' a d s o r b e r  d ' u n e  manière i r r é v e r s i b l e  

s u r  l e s  s u p p o r t s  à b a s e  d e  s i l i c e  de d i f f é r e n t e s  p o r o s i t é s .  C ' e s t  l e  c a s  

du s u p p o r t  p r é p a r é  p a r  CHARG e t  a l . ,  1976 où d e s  groupements  échangeur s  

d ' i o n s  (d iméthvlamir ie ,  d i é t h v l a m i n e ,  d i é t h v l a m i n o é t h y l e ,  

p o i y é t h v i e n e i m i n e )  p e u i e n t  ê t r e  f i x é s  s u r  l a  f o n c t i o n  a c t i v e  époxv du 
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support cte la silice greffte (figure 21 et 22).-Le - support d'échange 

d'ions qui nous a servi dans la purification de la protéine 90 KD de 

rat est la colonne TSK DEAE-3SW préparative (21,5 X 130 mm). C'est. un 

support à base de particules de silice dont le-diamètre des pores est de 
.- 

250 A ,  ce qui traduit une augmentation de la surface d'échange interne 

aux billes, et. donc une meilleure.-résolution des grosses molécules. La - 

taille (les particules est ue 10 !in1 ; ce pür'aniStt-e se répercut.e sur le 

nombre de plateaux théoriques (3) qui mesure l'aptitude d'une colonne à 

limiter l'etalenient cles pics. !i est une fonction (lu temps (te rétention 

( t R )  du pic sur la colonne et de la largeur à mi-hauteur ( S )  de ce 

dernier. 

S = S,54 ( t R / S I 2  

plus N est grand, et plus Ç est petit, donc meilleure est la 

résolution. Ceci est lié A la granulométrie des particules : p l u s  le 

diamètre de celles-ci est petit, plus le nombre de plateaux théoriques 

(3) sera grand, et plus l'échange entre phase stationnaire et. phase 

mobile augmente par diminution de !a r6sistance au transfert. -4 c ô t é  de 

ce support, la firme Pharmacia propose le support ilono Q. C'est ailsçi 

une colonne échangeuse d'anions, mais ii base de polymère organique, le 

groupement fonctionnel est une amine tertiaire. Ceci explique sa forte 

rétention et donc sa meilleure résolution pour les macromolécules 

biologiques. De plus, la zone de pH utilisable sur ce support est très 

large (pH 2 - - -> I l ) ,  par rapport aux supports à base de silice, où la 

zone de pH recommandée ne doit pas dépasser 7 - 7 , 4 ,  faute de quoi la 

silice est dissoute. 



1.4. APPLICATION DE LA HPIEC A LA Pl'RIFICXSION D E  LA PROSEINE 90 KD. 

1.4.1Choix de la colonne et des conditions expérimentales 

Xous avons choisi la colonne TSK DEAE- 3SW préparative, car la 

protéine 90 KD possède un caractère acide (WELCH et FERAMISCO, 1982). A 

pH 7,4 (pH de la phase mobile aqueuse à utiliser), celle-ci sera chargée 

négativement, donc attirée par le groupement diéthylaminoéthsle du 

support. De plus c e t t e  colonrie possède un volume total ile 3 4 , G  ni1 et iine 

capacité d'échange d'ions importante de 4,7'3 i 0 , 4 3  mEq. La quantité de 

protéine à injecter peut aller jusqu'à 120 mg. Soit environ 20 ml de 

l'extrait sulfate de protamine épuisé en récepteur (SPE de 5 à 6 mg/ml). 

Par ailleurs, nous avons vu dans le paragraphe 2 . 5 . 1  que le recepteur 

non transformé (associé à la protéine 90 K D j ,  analysé sur une DEAE- 

cellulose, est élue à une force ionique de 0 , 2 0  - 0 , 2 5  ?l KC1. Par 

conséquent, le phosphate qui sert a l'équilibration de la colonne 

(couramment utilisé polir les échangeurs d'anions), doit avoir une 



molarité suffisamment inférieure à 0,- M KC1, ceci pour permettre 

l'adsorption de la protéine 90 KD sur le gel. D'autre part, la force 

ionique étant l'un des facteurs d'élution en chromatographie d'échange 

d'ions, la teneur en sel de l'échantillon doit rester faible. 

Pratiquement, 1 volume de SPE est ajusté à la même force ionique que le 

tampon d'équilibration (voir Xatériels et ?iéthodes), qui ne contient pas 

de niolybdate de sodium, additionné de fi-mercaptoéthanol 20 mH, et ajusté 

à pH 7 , b .  Après injection de l'échantillon, une étape de lavage de 

20 minutes est nécessaire pour éliminer du gel toutes les protéines 

adsorbées, soit faiblement, soit de manière non spécifique. Nous 

utilisons ensuite un gradient linéaire, de concentration 

en KC1 (O - 0 , s  Y ) .  

1.4.2 Résultats et discussion 

Des aliquotes de tout-es les fractions en sortie de 1'HPIEC çont 

d'abord analvsées par la technique de DOT-BLOT, utilisant  AC 88 de 

TOFT, et dosées pour leur contenu en sels. Les fractions contenant la 

protéine 90 KD sont ensuite soumises à un PAGE/SDS analytique. 

La figure 2 3  montre un électrophorégramme, où le couloir 2 correspond à 

un aliquote de la fraction SPE de départ. 

Les couloirs 3 , 4 , 3 , 6  et 7 correspondent au pic d'élution de la protéine 

90 KD à partir de la concentration ionique de 0,3 M en potassium. Par 

rapport à la fraction SPE de départ, les fractions du pic d'élution de 

la protéine 90 KD sont relativement débarrassées de certaines protéines, 

alors que le gradient correspondant. a ce profil chromatographique est de 

seulement 40 minutes. Sachant que la pente du gradient agit sur la 

sélectivité en sens inverse, à savoir que celle-ci augmente quand la 



Figure 23 - P A G E / S D S ' ~ ~ C I &  I l a  coloration d'argent. aprbs 
chromatographie d'échange d ' ions  (HPIEC).  
Les couloirs  3 , 4 , 5  et 6correspondent au p i c  dlClution 
de l a  protdine 90 KD, résultant  d'un gradient l i n é a i r e  
en KC1 de (0 ,B 0 , s  M) de 4 0  minutes. ' 

Le coulo ir  1 reprksente une fract ion  de SPE de départ, 
e t  l e  coulo ir  T montre l e s  protéines temoins standards. 



Fi~ure 24 - Purification de la protéine 90 KD du rat par chromatographie - d'échange d'ions sur DEAE préparative en HPLC. 
Una fraction (16 ml) de SPE est chargee sur la colonne TSK 
DEAE-3SW prdparative ( 21,5 x 150 mm) equilibree avec le 
tampon phosphate de potassium 0.05 M après un lavage de 20 
minutes, l'élution est effectuée B l'aide d'un gradient 
lindaire da O 0,s M en'KC1 de 55 minutes A débit de 
3,s ml/min. Des fractions de 3.5 ml sont collectées. Des 
aliquotes de chaque fraction sont analysées pour leur 
concentration en patassium ( 3 a ) et pour leur 
contenu protéique (A 280 m) 6-1 Partie A. 
Des aliquotes dos mêmes fractions sont analysées par 
la technique d'imnunorévélation en Dot-Blot (~artie B I .  Des 
aliquotes des fractions contenant la protéine 90 KD, sont 
soumises B un PAGE/SDS analytique. Le pic d'élution de la 
protéine 90 se trouve dans les fractions 38, 39, 40 et 41 
(partie C) . 



FRACTIONS 



pente du gradient diminue, nous avons prolongé le temps du gradient en 

KC1 jusqu'a 3 3  minutes. Nos résultats sont montrés figure 24, 

partie, A, B et C. Comme précédemment, des aliquotes de toutes les 

fractions du gradient (80 fractions) sont analysées pour la 

concentration saline et en protéines (A280 nm) (figure 24 partie A ) .  La 

partie B de la même figure montre les fractions enrichies de la protéine 

90 kD, nnalvsées par la technique de DOT-BLOT. 

Remarquons que le pic d'élution de la protéine (30 KD est très fin ; 

celle-ci se trouve pratiquement concentrée sur 4 fractions (les 

fractions 38,39,&0,&1) (partie 2). De plus, relativement nu p r o f i i  

d'élution precédent (figure 2 3 j ,  celui-ci nous permet, sérieusement une 

meilleure sélectivité de la protéine recherchée, par rnpport aux nirtres 

protéines c'-tosoliqiles. iependnrit, dans le plc d'élution ,le 1 'HSP 90 KD, 

nous constatons l a  coelution, bien que faible, d'une protéine de masse 

inoléciilaire d'environ 100 K D  sous les conditions réduites (Figure 24, 
/ 

partie C). Celle-ci, vraisemblablement possède une charge nette 

siniilnire :? celle de la protéine 90 i iD .  

Le succès obtenu par l'application de 1'HPLC cles protéines en niode 

d'échange d'ions pour la purification de la HSP 90 KD, nous a encouragé 

à utiliser 1'HPLC en mode d'exclusion de taille pour mener à terme cette 

purification. 



1.5. ÇHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION DE TAILLE (HPsEC~ 

1.5.l.Çhoix des conditions opératoires 

Les colonnes utilisées sont la TSK 64000 SU préparative et 

analytique. Dans nos premiers essais, nous avons choisi la colonne 

préparative dont les volumes mort et total mesurés sont 83 ml et 218 ml 

respectivement. Cette colonne peut séparer jusqu'à 12 mg de protéines, 

le volume d'échantillons à injecter ne doit pas dépasser l'équivalent de 

2 X du volume total de la colonne. Le tampon d'élution comprend du TES 

20 mM, possédant un pouvoir tampon stable à pH 7 (pH préconisé pour les 

supports à base de silice). La force ionique (p) du tampon est apportée 

par l'ajout de NaCl 200 mM (p = 0,2). Ainsi, les phénomènes d'adsorption 

non spécifiques sur le support sont reduits. 

1.5.2 Résultats et discussion. 

Après avoir recueilli les fractions du pic d'élution de la protéine 

90 KD, en sortie de colonne d'échange d'ions (généralement 4 fractions 

de 3,5 ml chacune), celles-ci sont concentrées jusqu'8 un volume de 

2 ml, qui est immédiatement injecté sur la colonne TSK (34000 SW 

préparative, précalibrée avec un kit commercial de protéines standards 

(voir Matériels et Méthodes). Le débit optimum d'élution est de 

3.5 ml/mn. Des fractions de 1,75 ml sont collectées, celles-ci sont 

d'abord analysées par la technique de Dot-blot, utilisant l'AC 88. 

Les fractions intéressantes sont ensuite soumises à un PAGE/SDS 

analytique. La figure 25,. partie A, montre le pic d'élution de la 

protéine 90 KD à travers cette colonne préparative. Celui-ci est obtenu 

entre la 41e et 43e minute, ce qui correspond au volume d'élution de la 

8-ealactosidase dtE.coli, et dc la ferritine de rayon de Stokes 



Figure  25 - A) PAGEISDS c o l o r e  au b l e u  da Cooqassie correspondant au p i c  
d ' d lu t i on  de l a  p ro té ine  90 W, B t r a v e r s  l a  colonne TSK C4000 SW 
prdpara t ive ,  p r ééqu i l i b r é  avec l e  tampon d ' d lu t i on ,  e t  
p rdca l ib rd  avec un k i t  commercial de pro té ines  s tandards  
auxquel les  nous avons r a j o u t é  i a  f l -galactosidase d'E. c o l i  de rayon 
de Stokes 6,9 nm. Le d8b i t  optimum d ' i l u t i o n  e s t  de 3,s ml/min. Des 
f r a c t i o n s  de  1,75 m l  son t  c o l l e c t é e s ,  t e s t é e s  pa r  l a  technique 
de  Dot-Blot, u t i l i s a n t  AC 88. Les f r a c t i o n s  contenant l a  p r o t é i n e  
90 KD se trouvent  dans les c o u l o i r s  1,2,3,4,5 e t  6. Le c o u l o i r  T 
r ep ré sen t e  les p ro t é ines  s tandards  d '8lectrophorése u t i l i s é e s .  

B) Courbe densitomdtrique de  l a  p ro t é ine  90 KD, obtenue 
B p a r t i r  du c o u l o i r  S 0 ( p a r t i e  A) ,  les f l éches  indiquent  l e s  
p o s i t i o n s  des  p ro t é ines  témoins d 'é lec t rophorèse  u t i l i s é e s  
dans l e  c o u l o i r  T. 





respectifs 6,9 na et 6,l nm. Pour estimer le pourcentaae de purification 

de notre protéine, un des couloirs d'dlectrophorèsa du pic d'élution de 

cette protéine est roumis B une lecture dunsitométrique. Le pic majeur 

représente 85 % du total. Les 15 X restant, correspondent A un 

contaminant dont nous avons déj8 signalé la présence (même faiblement) 

apree la chromatographie d'échange d'ions siir la TSK DEAE-3SW avéc iin 

gradient d'élution qui dure 55 minutes (figure 24 , partie C). Ce 

contaminant qui est d6jA mentionné dans les travaux <le WEI,CII et . 

FERAHISCO, 1982 se rapportaiit A la purification de la protéine llSP 90 RD 

A partir des cellules humaines JleLa, ne possede airciinc identité 

&pitopique commune avec la protéine 90 KD, comme nous pouGons lc 

constater B travers l'étude suivante. 

Apras chaque étape de purification, 1 ' identité ininirinocliimique de la 
protéine 90 KD est vérifit5e soit par la technique de DOT-BLOT, soit par 

la technique d'immunorévélation,des protéines apras électrotransfert 

d'un gel d'acrylamide sur une feuille de nitrocellulose (Western-blot). 

L'anticorps utilisé est le monoclonal anti 88 KD (AC 88) qui a été 

produit par le groupe de TOFT (RIEHL et al., 1985). En effet, celui-ci 

est tres utilisé comme sonde moléculaire pour détecter la présence de 

p r o t h e s  analogues de 90 KD dans les tissus de marimiféres. La figure 

26, partie B, montre la révélation de cette protéine purifiée, A la fois 



Figure 26 - . A) PAGE/SDS analytique color.4 au bleu da Coomassie, - 21 côté des*protéines standards (couloir Tl, une fraction de SPE 
figure dans le couloir 1. Le couloir 2 représente la première 
étape qe purification, les 3 et 4 montrent la protéine 90 KD 
purifiée et analysée dans les conditions d'électrophorèse 
en présence et en absence de réducteurs de thiols 
(B-mercaptoéthanol à 10 % final) 

B) Immunorévélation du PAGE/SDS, partie A, aprés transfert 
sur une feuille de nitrocellulose, le couloir 4 est révélé 
par un anticorps polyclonal anti 90 KD de rat. Le couloir 5 
par l'anticorps monoclonal AC 88. 





par l'AC 88 et un anticorps polyclonal IS 25 que nous avons développé 

contre cette protéine (voir plus loin). Cependant, nous sommes étonnés 

que dans les protocoles de purification de la même protéine, développés 

par NEMOTO et al., 1987 et par DENIS, 1988, l'utilisatipn de cet 

anticorps monoclonal ne soit pas mentionnée. 

1.5.4 Amélioration du degré de ~ureté de la protéine 90 KD 

L'étude précise des caractéristiques physicochimiques de la protéine 

90 KD nécessite l'obtention de celle-ci à l'état d'homogénéité. Pour ce 

faire de multiples précautions ont été adoptées : 

Après de nouvelles calibrations de la colonne TSK 64000 SW avec les 

protéines standards, il s'avère que leurs pics d'élution présentent un 

épaulement anormal, avec un mauvais retour à la ligne de base. Ceci 

persiste même en lavant la colonne avec un tampon de forte force ionique 

(NaCl 0,5 M, acide acétique 0.01 N). Au vu de ces symptômes qui 

traduisent un vieillissement de la colonne préparative, nous avons 

utilisé la TSK 64000 SW analytique, et pour mettre toutes les chances de 

notre côté, nous n'injections sur cette colonne analytique que des 

fractions dlHPIEC où le contaminant de WELCH et FERAMISCO existe en 

faible proportion par rapport à la protéine 90 KD (figure 24, partie C, 

fractions 39 et 40). Certes, en procédant ainsi, nous allons perdre sur 

le rendement de purification de la protéine 90 KD par rapport à ' 

l'utilisation de la colonne préparative, mais nous gagnons sur le degré 

de pureté de celle-ci, ainsi qu'il est mentionné dans la légende de la 

figure 27. 



Figure 27 - A) Des fractions du pic d'élution de la protéine 90 KD après - chromatographie d'échange d'ions (HPIEC) contenant peu ou 
pas le contaminant de 100 KD (contaminant de WELCH et FERAMISCO, 
1988) sont collectées puis concentrées et injectées (en plusieurs 
fois) sur la TSK G4000 SW analytique, prééquilibrée dans le 
tampon TES 20 mM, NaCl 200 mM, -mercaptoéthanol, pH 7 à un débit 
de 0,s ml/min. Des fractions de 0,250 ml correspondant au pic 
d'élution de la protéine 90 KD (à partir de la 18e minute) sont 
recueillies. Des aliquotes de celles-ci sont soumises à un 
PAGE/SDS analytique (couloir 1) , puis transférées sur un support 
P.V.D.F. (voir plus loin) pour un microséquen~age de la partie 
N-terminale de cette protéine. 

B) Courbe densitométrique (lecteur de gel : VERNON) du couloir 1, 
les flèches indiquent la position des protéines témoins standard 
utilisées dans les couloirs T. 





1 . G  L E  REXDEYEXT DE Pt:RIFIC.XTIO?I DE LX PROTEIXE 90 kD 

PAR LE PROTOCOLE ETABLI. 

D ' a p r è s  l e s  c o n n a i s s a n c e s  a c t u e l l e s  données dans  l a  l i t t é r a t u r e  

concernant .  l a  p r o t é i n e  90 KD,  c e l l e - c i  ne p r é s e n t e  aucune  a c t i v i t . é  

biologique mesurab le ,  connue q u i  l u i  s o i t  s p é c i f i q u e .  P a r  c o n s é q u e n t ,  

nous ne pouvons d é t e r m i n e r  l e  t a u x  de  p u r i f i c a t i o n  de  c e t t e  p r o t é i n e ,  

a p r è s  chaque  é t a p e  chromatographique .  Cependant ,  une f r a c t i o n  p r o t é i q u e  

du c v t o s o l ,  soumise  d un PAGE/SDS s u i v i  d ' u n e  l e c t u r e  d e n s i t o m é t r i q u e ,  

i nd ique  que c e t t e  p r o t é i n e  r e p r é s e n t e  1 % d e s  p r o t é i n e s  t o t a l e s  

c y t o s o l i q u e s  (WELCH e t  FERMISCO, 138'2 ; S.4NCHEZ e t  a l . ,  1985) .  En s e  

basan t  siIr c e  c a l c u l  a p p r o s i m a t i f ,  rioiis avons c a l c u l e  l e  rendement  de 

p u r i f i c a t i o n  r é s u l t a n t  de  n o t r e  p r o t o c o l e  de s é p a r a t i o n  de c e t t e  

p r o t é i n e ,  donne p a r  l a  formule  ç u i v a n t e .  

Rendement en  Q u a n t i t é  de  l a  p r o t é i n e  (mg)ap re s  p u r i f i c a t i o n  
poiircentage = ................................................ x 100 

( K % )  Q u a n t i t é  de l a  même p r o t e i n e ( m q ) a v a n t  p u r i f i c a t i o n  

S o t r e  é c h a n t i l l o n  d e  d é p a r t  e s t  l a  f r a c t i o n  SPE, a h a n t  un t a u x  h a b i t u e l  

de  p r o t é i n e  de  6 mg/ml. I n j e c t a n t  16 m l  d e  SPE (96 mg de  p r o t é i n e s  

t o t a l e s )  à l a  TSK DEAE -3SW, nous r écupé rons  0 , 3  mg de  l a  p r o t e i n e  90 KD 

pu re  en  s o r t i e  d e  l a  TSK G4000 a n a l y t i q u e .  En a p p l i q u a n t  l a  f o r m u l e  

donnée c i - d e s s u s ,  nous t rouvons  un rendement  de  31 % . La v a l e u r  de  c e  



rendement est supérieure à celle donnée par le protocole de SEMOTO et 

al., 1987, qui est de 27 % , et qui fait appel, rappelons-le, à plus de 

deux étapes. Par ailleurs, DENIS, 1988, adoptant un protocole identique 

au nôtre, donne un rendement de purification de 75 % pour la même 

protéine. 

On peut se demander si ceci est dû au fait qu'il a utilise une colonne 

Hono Q, qui normalement, est. plus résolutive que la TSK DEAE-3 Sk. 

Qiioi qu'il en soit, un dosage irnmunoenzyniatique de la protgine 90 KD par 

la technique d'ELISA, utilisant l ' A C  88 de TOFT pourrait. permettre une 

quantification précise de cette protéine. Cette technique est t r e s  

consommatrice d'anticorps, et noris préférons le gar-der pour d'aiitres 

utilisations pius essentie.lles. 

2. CAR.XCTERISATIOS DE LA PROTEIXE 90 I i D  PCRIFIEE.  - 

2.1 ?%alquane au réactif de BOLfOS et. HHUTER.1978. 
--a--- -- 

La protéine 90 K D  du foie de rat a été purifiée par un protocole 

simple, comportant deux &tapes de chromatographie sur support à haute 

performance. L'état d'iioniogéneité électrophot.etique de la protéine 

obtenue, caractérise par une bande unique de masse moléculaire 90 KD en 

PAGE/SDS analytique (figure 371,  ainsi que son identification 

immunochimique à la fois par l'AC 88 et l'immunsérum IS 25 nous ont 

permis d'étudier les caractéristiques physicochimiques de cette 

protéine. Pour ce faire, nous avons marqué une quantité de 25 pg 

de la protéine purifiée avec le réactif de BOLTOX-HUYTER ; 

le 5-succinimidyl (%,3-"H) propionate qui est spécifique des fonctions 

amines libres présentes dans les protéines (voir Matériels et Méthodes). 

,i\prSs Glimination cte l'excès cle r6act.i.f libre par filtration sur gel, 
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Figure 28 - A) Electrophorkse en gel de polyacrylamide de la protéine 90 KD purifiée et marquée - au réactif de BOLTON et =ER. Une fraction du pic d'élution est soumise A un PAGE/SDS 
analytique. Le couloir de migration est alors découpé en tranches de 2 mm, dont la radioactivité 
est mesurée. Les flèches indiquent la position des témoins de masse moléculaire, dont la courbe 
de calibration est montrée sur la partie B. C) Autoradiographie d'un PAGE/SDS d'un aliquote 
de la même fraction marquée au réactif de BOLTON et EiüNTER. 



une fraction du pic lié est analysée en PAGE/SDS analytique, suivie d'un 

découpage du gel en tranches (slice number) dont la radioactivité est 

mesurée. Le résultat obtenu montre une bande majeure de 90 KD ainsi 

qu'en témoigne la figure 28 partie A, de plus compte tenu de l'activité 

spécifique du marquage obtenu qui est de 0 ,35  oci/pg, nous avons tenté 

de visualiser la proteine niarquée en autoradiographie, celle-ci est 

présentée sur la figure 28 partie C, ou une bande de 90 KD apparait 

après deux semaines seulement d'exposition. L'ensemble de ces 

résultats, témoins de l'homogénéité de notre préparation de la protéine 

90 KD purifiée, nous ont encouragé à déterminer ses paramètres 

physicochimiques. 

2.2 yesure du coefficient de sédimentation 

Des '3liquotes de la protéine 90 KD purifiee et marquée sont 

déposées sur des gradients linéaires en saccharose ( 5  a 20 %) préparées 

dans un tampon de force ionique élevée ( p  = 0,30), contenant du 

phosphate de potassium 160 mM, et du mercaptoéthanol (20  mM). Les tubes 

sont soumis a une ultracentrifugation de 33 000 rpm pendant 16 heures 

à O ' C .  La mesure du coefficient de sédimentation de la proteine 90 KD 

est réalisée par comparaison des standards centrifugés dans le même 

rotor et dont les coefficients de sédimentation ( S 2 0 , w )  sont connus : 

catalase (11,3 S ) ,  aldolase et ( 7 . 8  S), sérumalbumine (4,3 S). La 

protéine 90 KD purifiée sédimente à 6,O k 0 , l  (n = 3), tel qu'en 

témoigne la figure 29.  Cette valeur est tout à fait comparable avec 

celles rapportées dans la littérature. En effet, à partir de la même 

source biologique (foie de rat) DENIS et al., 1988a,  utilisant un tampon 

de gradient qui contient 160 mM de NaCl, trouvent une valeur de 6,l S, 



ALD 
T 

Figure 29 - Mesure du coefficient  de sedimentation de la protaine 90 RD purifiée. 

A) des aliquotes de 200 p l  de l a  proteine puri t ige sont'd&os6s au .-et d'un s a d i e n t  
l inga i re  de sucrose (5-20 X ) .  &ras 16 heures d'ultracentrifugation 1 55 000 p, des 
f rac t ions  de 170 111 sont collect6es par l a  b a ~  des tubess puis compt6es en radioactivi t i .  
Les flkches indiquent les protaines standard, dont l a  courbe de cal ibrat ion e s t  montrde par 
la p a r t i e  B (Cat : catalase, SW,20- 11,,3 ; ALD : aldolase, SZ0,, = 7,8 ; 
SAB : S&rutnalbumine, SZO,r = 4 3  ) 



qui est proche de celle donnée par SEXOTO et al., 1987, soit 6 , )  nussi 

bien en force ionique élevée (0,4 M de KC1) qu'en faible force ionique 

(10 mM de molybdate de sodium). De plus, ces valeurs sont similaires 

pour la même protéine chez d'autres espèces ; 1'HSP 90 KD humaine 

possede un coefficient de sédimentation de 5,8 en absence de sels 

(WELCH et FERAMISCO, 1982), 1'HSP 90 KD purifiée à partir de l'oviclucte 

de poule sédimente à 6 , 2 ,  que ce soit e n  présence ou en absence de 

400 mude iiC1 (RADANTI et dl., 1989). Les petites variations des valeurs 

des coefficients de sédimentation observées peuvent être dues à la 

nature du tampon utilisé en ultracentrifugation ; ce detnier, peut selon 

sa force ionique modifier le tlegré d'hydratation de la ptotéine 90 KD et 

par conséquent altérer sa densité. 

2.3 3esure du ravon de Stokes 

Le rayon de Stokes (Rs) de la proteine 90 hD purifiée et marquée a 

eté détermine essentiellement par chromatographie d'exclusion de taille 

haute performance (HPSEC). Les colonnes utilisées sont la TSK G3000 SW 

et la TSK G4000 SW prééquilibrées dans un tampon de pH 7 composé de : 

PES 20 mM, NaCl 150 mM, l3-mercaptoéthanol 10 ni3 (voir Yatériels et 

Xéthodes). Les calibrants employés sont des protéines standards fournies 

par des Kits commerciaux, dont les Rs sont connus et leur volume 

d'élution (Ve) est détecté par absorbance UV à 280 nm. Le volume 

d'exclusion de la colonne (Vo) est mesuré par l'élution du Bleu Dextran 

2000 et le volume total (Vt) est mesuré par l'élution du bichromate de 

potassium. 



Pour chaque calibrant nous calculons le coefficient de distribution 

(KD) selon la formule : 

La courbe de calibration des valeurs de ( K D ) ~ / ~  en fonction des valeurs 

de Rs correspondantes, dérivant du modèle de PORATH (1963) ,  et 

applicable pour les protéines globulaires (SIEGEL et MONTY, 1966), nous 

permet aisément la determination du RS de la molécule étudiée 

connaissant son KD. Sous avons d'abord déterminé le R s  de la protéine 

90 KD sur la colonne TSK G3000 SW, cependant le volume d'élution de 

cette protéine est très proche du volume mort (Vo) de la colonne 

(figure 3 0 ) ,  si bien que le rayon de Stoiies est seiilement de 6,Lj nm. 

Devant. l'imprécision de la courbe de calihration de la colonne TSK 

G3000 SW pour les protéines de taille supérieure à 6 nm, nous ab-ons 

utiliçé la colonne TSK G4000 de porosité supérieure. Parmi les 

calibrants nous avons ajouté la 0-galactosidase cl'Escherichia coli dont 

la valeur du rayon de Stokes (Rs = 6,9 nm), permet une bonne évaluation 

de la calibration dans la zone de tailles moléculaires élevées. La 

valeur du RS de la protéine 90 KD, obtenue sur ce support est de 

6,810,1(n=2) (figure 31). Sotons que cette valeur est tout à fait en 

accord avec les résultats donnés dans la littérature. En effet, DENIS et 

al., 1988a utilisant I'HPSEC, trouvent une valeur de 6,9 nm, la même 

valeur du rayon de Stokes est obtenue par WELCH et FERAMISCO, 1982 pour 

1'HSP 90 KD des cellules HeLa. 



B) Courbe de ca l ibra t ion  obtènue p a r t i r  des pro'téines standards u t i l i sées ,  dont l e s  rayons de 
Stokes sont connus : Fer r i t ine  6,1 nm ; Sérumalbumine 3,6 nm ; ovalbumine 2,9 nm, 
chymotryps inogène 2,O nm) . 
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Figure 30 - Mesure du rayon de.Stokes de l a  protéine 90 KD pur i f i ée  e t  marquée sur  l a  TSR 63000 sw(8X300mm) - 
A) L'échantillon de l a  protéine 90 KD pur i f i ée  e t  marquée au réac t i f  de BOLTON e t  HUNTER 
e s t  in jec té  sur  l a  TSK 63000 SV, prééquilibréee dans un tampon TES 20 IDM, pH 7 à un déb i t  de 
5 ml/min. Des f rac t ions  de 0,125 m l  sont col lectées e t  mesurées en radioact ivi té .  
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2.4 Calcul des paramètres phvsicochimiques de la protéine 90 KD. 

A partir des données de l'ultracentrifugation et de la 

chromatographie d'exclusion de taille, nous avons calculé les valeurs de 

la masse moléculaire et du rapport de friction de la protéine 90 KD 

purifiée. Avant de rapporter nos résultats, voici brièvement les 

équations bien établies qui permettent ces calculs. 

Le rayon tle Stokes d'une molécule dépend de sa taille moléciilnire 

(OYCLEY, 1941) et correspond nu rayon d'tlne sphère anhydre de même masse 

et de même volume spécifiqiie partiel (7 )  

R = Rayon de la sphère anhydre 

V = volume spécifique partiel 

NA = nombre cl' AvOG;iDRO 

La valeur du rayon de Stokes dGpend aussi du degré de solvatation de la 

molécule selon 1'6yhdtion 

- 
v 1 F O 

w = nombre de grammes de solvant par gramme de protéine 

1 = densité du solvant 



Le terme F/Fo est le rapport de friction. en relation directe avec 

le degré d'asymetrie de la molécule étudiée et par conséquent de sa 

forme moléculaire ; F/Fo est d'autant plus grand que la molécule est 

dissymétrique (la valeur de F/Fo peut varier de 1 à 2) : sachant que la 

valeur du degré de solvatation des protéines est généralement égal à 

O,L gramme d'Hz0 par gramme de protéine (TASFORD, 1 9 6 3 ) ,  et que le 

volunie spécifique partiel ( v )  de la plupart des holoprotéines est de 

0,732 cn13/~ (VEDECKIS, 1983), la valeur de F/Fo est clonnée par 

l'équation suivante (SHERMAN, 1 9 7 5 ) .  
P Rs(nm) 

---- = 13 ,93  x ------- 
Fo 'Il / 3 

La valeur de la masse moléculaire peut être évaluée par la relation de 

SIEGEL et YOSTY, 1966 

où en remplaçant les termes constants, on obtient la faineuse équation 

simplifiée qui relie la masse moléculaire, le coefficient de 

sédimentation et le rayon de Stokes d'une molécule, comme suit : 

En remplaçant la valeur de S Z O , ~  et le Rs de la protéine 90 KD dans la 

dernière relation, celle-ci possède une masse moléculaire à l'état natif 

de 172,33 KD. 11 s'agit très vraisemblablement d'une protéine dirnérique. 

Par ailleurs, l'analvse de la protéine purifiée, par la technique de 

PAGE/SDS en présence et en absence d'agents réducteurs tels llue 

le fi-mercaptoéthanol à la concentration finale de 10 W ( v / v )  montre une 

S,ande (-le 90 KD (figure 2 6 ) ,  prouvant ainsi que les liaisons des ponts 



disulfure n'interviennent pas dans le phénomène de dimérisation de cette 

protéine. Ce résultat n'est pas contredit par les travaux récents 

portant sur 1'HSP 90 KD de poule (RADANYI et al., 1989) qui suggèrent 

plutôt la participation des liaisons hydrogène dans la formation du 

dimère. 

Le calcul du rapport frictionnel F/Fo de la prot-éine 90 KD donne 

une valeur de 1,70 indiquant une forme très di~s>~niétrique de cette 

protéine, A l'image soit d'une forme ellipsoidale applatie (de petit 

demi-axe de révolution ''a" et de grand ciemi-axe éqilatoriel "b") ou une 

forme ellipsoidale allongée (de grand "a", et de petitf'b" 

(voir figure 32). 

Vous avons cherché le rapport axial a / h  de cette forme disssymétriqiie à 

l'aide de la courbe établie par B O I D ,  1955 et SCHACHMA3, 1939 

(figure ,521 et nppliyil6e ai.i <;as tl'iln éllipsoide allongé. La valeur 

obtenue de ce rapport a x i a l  est rie 1 2 .  Ainsi la protéine 90 KD purifiée 

aurait une fornie dissymétrique t r è s  allongée. 

2.5 Détermination du point isoélectrique (pHil 

3ous avons montre que la proteine 90 KD analysée en chromatographie 

d'échange d'ions sur le support TSK DEAE 3SW est éluée à partir d'une 

force ionique de 0,3 M en K C 1 .  Par ailleurs SCHMIDT et al., 1980 ; 

3ORRIS et KOHLER, 1981 avaient déjà rapporté que le pic d'élution du 

récepteur non transformé est de 0,20 à 0,23 KC1 et que celui-ci possède 

un point isoélectrique compris entre G et 6 (YIDDLEBROOK et AROMOW, 

1977; DAXZE et ai., 1987). L'ensemble de ces observations porte a croire 

que 1'HSP 90 K D ,  par sa forme dimérique allongée enveloppe le récepteur 

non transformé et lui confère un caractère acide. A partir de ces 
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considérations, nous nous sommes intéresses à déterminer le pHi de la 

protéine 90 KD par la méthode de chromatofocalisation (voir Matériels et 

Méthodes). Il s'agit d'une chromatographie réalis4e sur une colonne 

échangeuse d'anions (DEAE-Trisacrvl) équilibrée dans un tampon de pH 6 

(à  ce pH, la protéine 90 KD est adsorbée sur le gel). L'échantillon 

protéique (5 mg de SPE), préalablement dialysée contre le tampon 

d'équilibration est déposé sut- la colonne. Ensuite, l'elution est faite 

par une solution d'ampholines (PBE 74 de yHi - compris entre 7 et 5) 

diluée et ajust,ée au pH 3 avant emploi. Au fut- et à mesure de l'élution 

il y a création d'un gradient de pH B l'intérieur de la colonne (par 

action combinée du tampon de l'échangeur d'anions et du mélange 

d'ampholine). Les protéines sont a lo r s  désorbées du support lorsque le 

gradient est égal à leur pHi. Des fractions de 2 nil, en sortie de la 

colonne sont analysées au pH mhtre, et un aliquote de chaque fraction 

est analysé directement par la technique d'inirnunore~élation en DOT-BLOT 

(cette technique offre l'avantage d'analyser jusqu'à 96 fractions) par 

l'anticorps AC 88, qui, rappelons-le, reconnait spécifiquement 

1'HSP 90 KD. 

La figure 33 montre que 1'HSP 90 KD possède un pHi autour de 

5. LELCH et FERAYISCO, 1982 , utilisant une technique différente: 

1 ' isoélectrofocalisation, montrent que 1 ' tISP 90 KD purifiée à partir des 

cellules HeLa poss6de un pHi de 5 , 2 ,  L'application de cette deuxième 

technique de détermination du point isoélectrique nous donne une valeur 

rapprochée de 4,85 (rési~ltats non montr-és). 
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FIGURE 33 Mesure du pHi de la protéine 90KD BRUTE 

Une fraction de SPE (5mg ) est déposée sur colonne DEAE- Trisacryl, 

ensuite l'élution des protéine adsorbées sur la colonne est effectuée 

par une solution d'ampholines dont le ~ l l i  est compris entre 764 .  et 

ajustée au pH 3 avant l'emploi. Des fractions de 2ml en sortie da' la colonne 

colonne sont analysées par immunochimie (par la technique.de DOT-BLOT. 

partie A), et au pH-mbtre,partie B. 



Connaître la séquence N-terminale d'une protéine présente plusieurs 

intérêts pour un biochimiste : c'est A la fois disposer d'un autre moyen 

d'identifier cette protéine et.de vérifier son homogénéité, voire même 

produire des anticorps à partir de cette séquence, qui peuvent 

constituer un outil de travail. 

Etant donné que notre protiiine purifihe, se prête mal à 1ü 

lyophilisation, une fraction concentrée en protéine 90 KD, hautement 

purifiée est sounlise à un PAGE/SDS arialytique, puis Lrarisférée sur un 

support hydrophile de polyvinyldifluoride (PVDF) (voir ligure 34, 

piste 0 )  ; c'est l'un des supports qui résiste le mieux aux rSactifs de 

la dégradation dlEDM~N,.et donc très utilisé dans le microséquençage des 

protéines. Après visualisation des protéines sur le PVDF par la solution 

de coloration au Bleu de Coomassie, la bande 90 Kn est découpée, puis 

insérée dans le séquenceur automatique en phase gazeuse (voir Matériels 

et Méthodes). 

Grâce à cette méthodologie, nous avons pu déterminer une partie de la 

séquence N-terminale de la protéine 90 KD, de 9 résidus d'acides aminés 

que voici : 

NH2-Pro - Glu - Glu -(Val) - Cln - Lys - Gly -(Glu) - Glu 
Notons que l'identification des résidus d'acides aminés en position 4 et 

8 a été complétée par comparaison avec les travaux de DENIS, 1988, se 

rapportant la purification de la même protéine ctiez le rat. 

Nous avons déjà rapporté la comparaison des séquences d'acides 

aminés, déduites des séquences nuclt5otibiques complémentaire ~ ' A D N  

(ADNc) des 1ISP 90 KD, chez les (lifférentes espèces (figure 13). 



FIGURE 34: PAGE/SDS analytique suivi d'électrotransfert de la protéine 

90KD purifiéessur une menbrane de nitrocellulose. 

Les fractions enrichies de la protéine 9OKD,obtenues aprés 1'IIPIEC 

sont concentrées et déposées sur la TSK G4000SW analytique à un 

débit de O,Srnl/min.Des fractions de 0,25ml sont collectées.La piste 

A indique le pic d'élution de la protéine 90KD soumis A un PAGE/SDS 
analytiqueSun couloir de ce dernier est transférd sur le support 

PVD~(pista B),colorB au bleu de Comma~sie~pour la détermination de 

la sdquence N-terminale de la protéine 90KD purifiée. 





L'ADNc de  1'HSP 90 KD du r a t  n ' e s t  p a s  connu j u s q u ' à  p r é s e n t .  

Keanmoins, l a  p e t i t e  séquence  X- termina le  d é t e r m i n é e ,  r é v è l e  une 

homologie remarquable  avec  c e l l e s  d e s  a u t r e s  e s p è c e s  connues:  

HSP 90 KD Pro-Glu-Glu-Val-Gln-Lys-Gly-Glu-Glu 
r a t  

HSP 90 tiD Met-Pro-Glu-Glu-Val-His-His-Gly-Gly-Glu 
huma in  

11SP 84 KD Met-Pro-Glu-Glu-Val-His-His-Gl-u 
s o u r i s  

HSP 90 KD Met-Pro-Glu-Ala-\ a l  - G l  n-Thr-Gln-Asp-Gln 
Pou1 e  t 

HSP 82 KD Met-Pro-Glu-Glu-Ala-G1~1-Thr-Phe-~41a-Phe 
Dros-mélan 

HSP 90 tiD Net-Ala-Ser-Glu-Thr-Phe-Glu-Phe-Gln-Ala 
l e v u r e  

La n ié th ionine  n ' e s t  p a s  d é t e c t é e  dans  1'HSP 90 du r a t ,  c e t t e  d i f f é r e n c e  

p e u t  ê t r e  mise a u  compte d e s  m o d i f i c a t i o n s  C O - t r a d u c t i o n n e l l e s  d e s  

p r o t é i n e s  i n  vivo. En e f f e t ,  chez  l e s  e u c a r y o t e s ,  quand l a  p r o l i n e  e s t  

p l a c é e  e n  C- te rmina l  de l a  mé th ion ine  ( a c i d e  aminé d ' i n i t i a t i o n ) ,  il y a 

souven t  p e r t e  d e  c e t t e  mé th ion ine  dans  l e s  p r o t é i n e s  c y t o p l a s m i q u e s  

(FLINTA e t  a l . ,  1986) .  



3. PROD(7CTION D ' LK ILIIICXSERUY ?&TI-PROTEINE 90 KD : "1s Lj". 

La technique d'Electrophorèse preparative sur Gel de PolyAcrylamide 

en présence de Dodécyl Sulfate de Sodium (PAGE/SDS) permet la 

préparation de cet antigène recherché en grande quantité. Par 

conséquent, elle offre un moyen à la fois simple et rapide (NEliDEL- 

HARTVIG, 1982), qui est de plus en plus utilisé de nos jours pour la 

production des anticorps. 

Xous avons adopte cette méthodo logie pour produire un immunsérum 

ànti-protéine 90 KD chez les lapins. Pour ce faire, des fr:ictions du pic 

dlélution de la protéine 90 KD, obtenues en sortie de 1'HPIEC sont 

soumises à des PAGE/SDS préparatifs. Après coloration et décoioration du 

gel, la bande 90 KD est excisée, puis électroéluée (voir Yat6riels et 

.iéthodes), ensuite dialysée abondamment contre une solution 

physiologique (NaCl 9 p. 1000), et erifin injectée par voies 

intradermiques multiples à des lapins 5éo zelandais blancs, selon le 

protocole de VAITGKAITIS et al., 1971, 

Avant chaque immunisation, nous prenons soin de contrôler 

l'identité ainsi que l'homogénéité de l'antigène par ries PAGE/SDS 

analytiques. L'appréciation de la quantité à injecter est déterminée à 

l'aide d'une protéine du commerce de masse moléculaire connue, déposée 

sur le même gel d'électrophorèse, et à doses croissantes (figure 3 5 ) .  



T a b c d  1 2 3  

FIGURE 35 Electophoégramme coloré au bleu de coomassie. 

La protéine 90 KD purifiée par la technique de PAGE / SDS préparative 

suivie d'électroélution, est redéposée sur un PAGE / SDS analytique, 
Bcotd des quentitds croissantes d'une protéine du commerce ( glutamate 

deshydrogénase. Mr=54,4 KD, couloirs a,b,c,etd 1. 
Les couloirs let 2, correspondent B la protéine 90 KD obtenue dans les 

conditions habituelles de coloration, 

Le couloir 3 est une fraction de la protéine 90 W ,obtenue en utilisant 

des conditions de coloration douce. 

T- témoins de protéines standards. 



3.1 Etude de la spécificité de 1'1s 25 produit 

Lors de ces contrôles, nous remarquons chaque fois la présence de 

deux fragments peptidiques de taille d'environ 60 KD et 30 KD (ce 

dernier est non visible par la coloration au Bleu de Coomassie) 

provenant certainement d'une dégradation de 1'HSP 90 KD électroéluée 

(figure 35). Ce point sera discute ultérieurement plus en détail. 

A présent, nous nous limitons à signaler que l'antigène qui a servi à 

sensibiliser le lapin contient non seulement 1'HSP 90 KD intacte, niais 

aussi ses produits de dégradation, qui peuvent être reconnus par 

l'immunsérum au même titre que la protéine non dégradée. Dix jours après 

le troisième rappel d'immunisation le lapin est saigné. L'IS 2.5 (appelé 

ainsi car développ4 chez un Idpin portant arbitrairement le numéro % 5 ) ,  

est recueilli et testé pour sa spécificité, à la fois sur l'antigène 

natif par la technique d'immunoprécipitation, et. l'antigène dénaturé à 

l'aide de la technique d'immunorévélation des blots (voir Yatériels et 

Néthodes) . L'aiitoratliographie obtenue par immuno- prec ip itation cle 

l'antigène total (fraction cytosolique marquée à 1'1251) est présentée 

sur la figure 36, partie A .  Elle révèle que notre immunsérum 2 5  (couloir 

2), reconnait en plus de la protéine 90 KD. 

* Deux protéines de masse moléculaire autour de 60 KD et de 30 KD. 

Vraisemblablement, ce sont les produits de dégradation de la protéine 

90 KD, comme nous l'avons signalé ci-dessus. 

* Deux bandes de poids moléci~laires apparents le5 KD et 2 2  KD. Il s'agit 

là des protéines non spécifiques puisqu'elles sont reconnues également 

par les immunsérums témoins : le préimmun 25 ,couloir 3, et l'immunsérum 

non relevant, coiiloir b ) .  



Fiaure 36 - Etude de la spécificité de l'imnunsérum 25. - 
' A) Autoradiographie rdyultant de la technique d'imnuno- 
précipitation. Une fraction cytosolique est incubée avec da 
1 ' 125~ode. Aprés marquage ,des aliquotes de fraction 
d'antighne total (700 000 cpm) sont mises en contact avec 1'1s 25 
(couloir 2) avec le sérum non relevant (couloir 3 ) .  et avec 
le sérum préimmun 25 (couloir 4). Un aliquote de la fraction 
cytosolique marquée eet prdsentda sur le couloir 5. 

B) Immunorévélation d'une feuille de nitrocellulose, sur 
laquelle sont'transfbr6es des protéines cytosoliques, prdala- 
blement séparées par un PACEISDS analytique. Cette feuille 
est découpée en plusieurs couloirs incubés avec de8 ancicorpr. 
Le couloir A est incubs avec l'anticorps monoclonal AC 88, 
le couloir 2 est révél6 par 1'1s 25, les couloirs 3 et 4 sont 
des témoine incubes respectivement avec un sérum non relevant, et 
le sérum préimmun 25. Le couloir T contient des protdlnes 
standards colorées aprbs transfert au rouge Ponceau. 





:? Crie protéine de haut poids moléculaire d'environ 120 KD, non révélée 

par les immunsérums témoins. Deux hypothèses peuvent être suggérées au 

sujet de cette bande : 

a) étant donné qu'en immilnoprécipitation, la formation des 

immuncomplexes se fait avant l'électrophorèse dénaturante (voir 

Matériels et Yéthodes), la bande 120 KD peut correspondre à une protéine 

associée A ltHSP 90 KD, et donc CO-immunopiécipitée avec celle-ci par 

1'1s 25. 

b )  soit, tout simplement cette protéine de 120 KD possède une communauté 

épitopique avec 1'HSP 90 KD. 

A côté de ces résultats découlant de la technique d'immune- 

précipitation, voici ceux obtenus par la technique d'immunorévélation 

cles protéines dénaturées et transférées sur feiiille de nitrocellulose 

(figure 35, partie B). 

Uotons que la clilution adoptée pour les inimunsérums utilisés 

(1s 23, préimmun 23, et immunsérum non relevant) est de 1/50e, alors 

qu'en immilnoprécipitation, celle-ci est seulement de 1/20e. La dilution 

1/50e a été choisie pour mieux apprécier la spécificité de notre IS 25. 

Sur la partie B, couloir 2, nous retrouvons un profil de reconnaissance 

immunochimique de 1'1s 2 5  similaire à celui obtenu en immuno- 

précipitation. Par conséquent l'hypothèse a, faite au sujet de la bande 

120 KD peut être éliminée. L'utilisation parallèle de l'anticorps AC 88 

est présentée dans le couloir 1. 



La même niéthodologie de  p r é p a r a t i o n  de  l ' a n t i g è n e  a é té  adoptée  pnr 

DENIS, 1988 pour p rodu i re  un immunséruni conventionrie 1 ar1t.i-prot6ine 

90 KD de  r a t .  Ce d e r n i e r  e s t  rendu monospécifique par  l a  niême équ ipe ,  

par  é l t l t i o n  uniqiienient des  a n t i c o i r p s  i n t e r a g i s s a n t  avec l e s  prot6ine.s  

90 KD t r a n s f é r é e s  s u r  f e u i l l e  de  n i t r o c e l l u l o s e .  

4 .  LOCALISATION DE LA PR0Et;ISE '10 lin I)~fiS..LES.(~€I~~J,ES HTG-8T L 929 

Nous avons reniarclué que l ' iiiiniurisér iini 2 5  prorliii t c r o i s e  avec L ' HSP 

90 KD des  c e l l u l e s  L929 des  f i b r o b l a s t e s  de  s o u r i s ,  e t  par conséquent ,  

c o n s t i t u e  un o u t i l  supplémentair  ti pour 1 'étiiiir. proté i r ies  flSP 90 kD. 

De p l u s ,  son u t i l i s a t i o n  a  é té  appréc iée  dans l e s  é tudes  inimuno- 

h is tochimiques ,  v i sa r i t  à l o c a l i s e r  lci  p r o t é i n e  90 KI) claris l e s  ce1 liiles 

d'hépatome de r a t  e n  c u l t u i e  ( H T C )  e t  l e s  c e l l u l e s  1.929, coninie nous 

a l l o n s  l e  v o i r  daris l e  c h a p i t r e  s i i ivant .  

4 . 1  Etude immunohistochimique 

Sous avons abordé l a  l o c a l i s a t i o n  i n t . r a c e l l u l a i ï e  de l a  p r o t é i n e  

HSP 90 KD, à l a  f o i s  dans l e s  c e l l i i l e s  cl'hépatoirie de  I-at eri c u l  t t i re  

(HTC) e t  l e s  c e l l u l e s  L929 de s o u r i s ,  à l ' a i d e  de  l ' a n t i c o r p s  

monoclonal AC 88 KD e t  polvclonal  IS 2.5. 

Les r é s u l t a t s  concernant  l e s  c e l l u l e s  HTC s o n t  résun,és siir l a  p lanche A. 

Après a v o i r  suppriniS t o u t e  a c t i v i t é  de tvpe  perox~t lase  à 1 , ' j n t é r i e t i r  des  

c e l l u l e s  par  de  l ' e a u  oxygénée ( v o i r  Mat.Sriels  e t  Méthodes), l ' e m p l o i  

d 'un  sérum non immiin de l a p i n  q u i  c o r i s t i t u e  lin c o n t r ô l e  n é g a t i f  ne donne 

aucune r é a c t i o n  immunoh.istochimicjue ( plioto 1 ,  planche  A). Cependant, 

l ' u t i l i s a t i o n  séparée  des deux a n t i c o r p s  I S  2 5  e t  AC 88 K U  permet 

d 'obse rver  respectivenient  s u r  l e s  phot os 3 e t  4 ( l~ lnr iche  A )  un marquage 

(le même l o c a l i s a t i o n  cvtoplasiniqtie. C e t t e  imin~inore,i<:t i v i  1.6, q u i  e s t  



PLANCHE .A 

Fast d'extinction 

Les c e l l u l e s  HTC marquéee en inna~no~droxydase par l e s  anticorps 

anti-HSP 90,dilués au 1 /50éme. 

PHOTO 1.. Contr8le négatif de l a  solution tampon de coons 

PHOTO 2. Contrôle négatif avec du sérum noniirnnun de lapin 

PHOTO .3. Anticorps polyclonal (AS251 

PHOTO 4. Anticorps monoclonal (AC88lCû) 

N- Noyau 

C- Cytoplasme 
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topographiquement identique avec les deux anticorps, apparaît plus 

intense avec l'anticorps IS 25. Ceci peut ètre expliqué par l'aptitude 

des anticorps polvclonaux à former des réseaux tridimensionnels avec les 

antigènes reconnus. Notons que les mêmes observations sont obtenues pour 

les cellules L929 (résultats non montrés), dans les mêmes conditions 

expérimentales. 

5 . 2  &ude de la spécificité du marr r i .~ase imniunochimiy-  

Pour confirmer la spécificité de nos réactions immunohistochimiques 

a\-ec les anticorps utilisés, nous avons procédé à des tests tl'épuisement 

de ces derniers avec une solution d'antigènes (fraction SPE) contenant 

1'HSP 90 KD. Le principe de ces tests d'épuisement consiste à éteindre 

les réactions immunochimiques observées avec les anticorps en saturant 

ceux-ci au préalable avec l'antigène correspondant. [:ne extinction 

totale cle l'inirnunoréactivité dans la cellule implique la spécificité rlu 

marquage. Des doses croissantes d'antigènes sont ajoutées aux anticorps 

AC 88 KD et IS 25, dont la concentration est constante 

(voir Tableau VII). 

L'incubation des immuncomplexes se déroule pendant une demi-heure à 

37"C, puis pendant une nuit à 4 ' C .  L'ensemble est ensuite centrifugé 30 

minutes à 6 x 103 g, et le contrôle d'épuisement se fait. à partir du 

surnageant sur les cellules HTC par la méthode immunohistochimique, 

comme ci-dessus. Les photos 1 ,  2 et 3 de la planche B montrent une 

dimunution progressive de l'immunoréactivité avec 1'1s 2 5  en fonction 

des doses croissantes d'antigenes. L'extinction totale est obtenue avec 

la quantité de 750,O gamma d'antigène total. 



*~nticorps utilisés AC88RD AC88KD AC88KD AC88RD AC88KD AS25 AS25 AS25 AS25 AS25 

Volumes en lil des 
anticorps dilués au 50 50 50 S O 50 50 5 O 5 O 50 5 O 
1 /SOème. 

Volumes en ~1 d'une 
solution d 'antigène 6,25 12,s 25 S O 150 150 50 25 12,s 6,25 
total. de Smg/ml. . -------- _I_______________-C_----_------------------  

Tampon (pl) 43,75 37 ,S 25 " - - -  - - 2s 37,s 43,75 
- - - - -  ------~------uII---- ---------- 

Volume final en 
JJl 1 00 1 00 1 O0 1 O0 100 1 O0 1 O0 1 O0 100 100 - - -  -- - - - -  _ - - - - ,  -,-- - -- i- ---- ---- -.-----.----- 

* - Concentration initiale de l'AC 8813 pur est de 1,7mg/ml. 

- AC 88KD-Anticorps monoclonal qui reconnait spécifiquement 1'HSP 90Kû du foie de rat. 

- AS 25 =Anti-sérum développé contre 1'HSP 90KD chez un 1apin(Ne25). 

TABLEAU Nzgp :Test de saturation 



PLANCHE B 

Test d'extinction 

Lee cellules IiTC marquées en immunopdroxydase par l'anticorps 

polyclonal(AS25),dilu~ au 1/50ème et présaturd avec des doses 

croissantes d'une solution de protéines(Fr8ction de S ~ E I c o n t e -  

-nan t 1 ' US P 90KD. 

Quantité d'antigène saturant 

PHOTO 1 .  

PHOTO 2.  

PHOTO 3. 

62, Sgamma 

250, Ogamma 

750,Ogamma 





PLANCHE C 

Test d'extinction 

Les cellules HTC marqudes en immunopéroxydase par l'anticorps 

m0n0clonal(AC88KD),dilué ail 1/50&me et présaturé avec des doses 

croissantes d'une solution de protéines(~raction de SPE)conte- 

-nant 1'HSP 90KD. 

Quantité d'antigéne saturant 

PHOTO 1. 

PHOTO 2. 

250, Ogamma 

750, Ogamma 





En ce qui concerne l'anticorps monoclonal AC 88 KD (planche C ,  photos 1 

et 2), l'extinction est détectée seulement à partir de la quantité de 

250,O gamma (photo 2). 

Ainsi, il résulte de cette étude immunohistochimique que la 

localisation intracellulaire de l'HSP 90 KD est essentiellement 

c~toplasmique. Des résultats identiques sont rapportés par plusieurs 

auteurs (L.41 e t  al., 1984, CXRBAJAL e t  al., 1986, KOYASU e t  al., 1986) 

où 1'HSP 90 KD est associée nvec l'actir-ie (XISHIDA e t  al., 1986, KOYASCT 

e t  a l . ,  1986), et bien d'autres protéines cytoplasmiques (voir 

paragraphe 1 . 3 . 2 ) .  Cependant, la présence de 1'HSP 90 KD dans le noyau 

cellulaire (GASC e t  al., 1984) est nécessaire pour les récepteurs 

stéroidiens à localisation nucléaire (exemple des récepteurs de la 

progestérone et des oestrogènes). Il faut dire que 1'HSP 90 KD est une 

proteine assez abondante dans la cellule où elle représente jusqu'à 1 % 

des protéines totales (LAI e t  al., 198$, SASCHEZ et al., 1985). Du fait 

de son large excès par rapport aux récepteurs stéroidiens une petite 

quantité dans le noyau est suffisante pour assurer l'interaction avec 

ces derniers. 



5. LE RECEPTEUR DES GLCCOCORTICOIDES 50% TRANSFORME EST ASSOC11 

A L'HSP 90 KD. 

L'anticorps AC 88 que nous avons utilisé au cours de notre 

travail,tant pour suivre la purification de 1'HSP 90 KD que, pour sa 

caractérisation immunochimique; a été également utilisé en présence du 

récepteur cvtosoliqile non transformé pour savoir si ce dernier est 

réellement associé à cette protéine. 

En effet, LEFEBVRE et al., 1989, montrent que l'-AC 88 incubé avec le 

récepteur, augmente son rayon de Stokes. De plus, l'analyse des 

paranietres physicochimiques par (les techniques de chronlatographie 

d'exclusion de taille, et de centrifugation en gradient de sucrose ) du 

récepteur des th--mocytes tie rat, non trcinsformé stabilisé par le XI: 186 

à la fois en présence et absence de  AC 88 montre que seule la forme 

HSP 90 KD libre fixe deux niol4cules d'anticorps AC 88, alors que le 

complexe glucocorticoide-récepteur n'en fise qu'une. Ceci indique que 

l'interaction du dimère d'HSP 90 K D ,  avec le récepteur est asymétriqiie. 



6 .  L'ERS C'IE APPROCHE DE LA LOCUISATIO?: DE LA SEQLÏESCE .- EPITOPIQCE 

RECO?2VVE PAR L'ANTICORPS YOKOCLOSAL DE TOFT. 

Lors de la préparation du matériel antigénique 90 KD pour la 

production d'un immunsérum par la méthode d'électrophorèse preparative 

en de SDS (P.\GE/SDS), il s'est avéré que la protéine 90 K D ,  une 

fois electroéluée du gel, et soumise à un contrôle de nouveau sur 

P.AGE/SDS ~nills tique, apparaissait part iei 1 enient r!égi-ncl@e t l '  une nianièr e 

curieusement reproductible, en deux fragments de taille d'environ 6 0  KD 

et 30 KD (figure 35, couloirs 1 ex 2 )  résultant de deux manipulations 

différentes). A la recherche de l'étape qui cause la dégradation 

reproductible de notre protéine, nous nous sonimes rendu compte que ce 

phénomène se produisait au moment de la coloration du gel préparatif. En 

effet, le changement des coriclitivns de coloration au bleu brillant (le 

Coomassie ( L B B  R250), tel que : 

Coloration du gel CBBR25O Ac.trichloracétique Méthanol Ac.acétique 

Conditions habi- 0,l % 12 % 
tuelles de 
"dégradation" 

Conditions 0,l % 0 %  
douces 

ne génère pas ces fragments, tel qu'en témoigne la figure 35, couloir 

3). De plus, 1' élenient causal [le cette dbgradation est hien 1 '~cicle 

trichloracétique. Par ailleurs, et fait surprenant, aucun des deux 

fragments de dGgradation n'est reconnu par l'AC 88 de TOFT alors que ce 

dernier reconnait bien la protéine 90 KD donnant ces deux fragments. 



Par contre, ces deux fragments sont révélés (résultats non montrés) 

par l'anticorps polyclonal ( I S  25). 

Une explication vraisemblable de ce phénomène peut être 

schématisee,délibérément comme suit : 

Protéine 90 KD du 
rat 

i 
i i 

Coloration au CBB R250 

C'est comme si l'anticorps monoclonal de TOFT reconnaissait une 

petite séquence d'acides aminés située au même niveau que le site de 

coupure de la protéine 90 KD. 

La détermination des séquences ??-terminales des deux fragments de 

coupure, en comparaison avec la séquence d'acides aminés complète de la 

protéine 90 KD de rat., et de ses homologues pourrait contribuer 3. la 

localisation de la séquence épitopique reconnue par l'AC 88 de TOFP, 

d'autant plus que celle-ci, rappelons-le, constitue une carte d'identité 

commune à toutes les protéines HSP 90 KD (RIEHL et al., 1985). 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La protéine 90 KD du cytosol de foie de rat a été purifiée par un 

protocole rapide à caractère préparatif, comportant deux étapes de 

chromatographie liquide des protéines à haute performance (l'échange 

d'ions, suivi de l'exclusion de taille). La protéine obtenue possède une 

homogénéité électrophorétique, elle est reconnue par l'anticorps 

monoclonal spécifique d'un épitope commun à toutes les HSP 90 KD 

eucaryotiques. L'identification d'une partie de la séquence N-terminale 

a pu être déterminée par la méthode de dégradation d'EDMAN, utilisant un 

séquenceur automatique en phase gaz. Celle-ci comparée à d'autres 

séquences N-terminales des HSP 90 KD similaires, possède une homologie 

frappante. D'autre part, la protéine purifiée est marquée au réactif 

tritié de BOLTON et HUNTER et a été caractérisée du point de vue 

physicochimique. I l  s'agit d'une protéine dimérique de masse moléculaire 

180 KD, possédant un rapport axial important. Le phénomène de 

dirnérisation de cette protéine est mal connu, néanmoins, celui-ci n'est 

certainement pas gouverné par des liaisons covalentes de type pont 

disulfure. La détermination di1 point isoélect.rique indique qiie cette 

protéine possède bien un caractère acide, vraisemblablement responsable 

du comportement du récepteur non transformé vis-à-vis des supports 

basiques (DEAE-cellulose). De plus, nous avons développé un anticorps 

polyclonal contre cette protéine chez le lapin ; celui-ci a été utilisé 

parallèlement à 1 'anticorps monoclonal AC 88, pour la localisation 

immunohistochimique de cette protéine chez deux lignées cellulaires 

différentes, les cellules d'hépatome de rat en culture (HTC) et les' 

fibroblastes de souris L929. Il en résulte que la protéine 90 KD est 

essentiellement cytoplasmique. 



Si la participation de la protéine 90 KD non liante à la structure 

hétérooligomérique du récepteur non transformé est bien établie, les 

modalités précises ainsi que le pourquoi de cette interaction sont 

encore très mal compris. Il faudrait essayer de dégager la signification 

physiologique de cette association i n  vivo.  Pour ce faire, un retour à 

la cellule entière apparait indispensable, avec des expériences de 

Biologie Moléculaire. Une variante consiste à dépléter entièrement la 

cellule de cette protéine pour voir sa fonction biologique dans l'étape 

de transformation, par exemple, en réprimant le gène codant pour cette 

protéine (approche dlARN anti-sens) . Très récemment, YUFU et al., 1989 

montrent que durant la différenciation des cellules leucémiques humaines 

HL 60 (oir le récepteur des glucocorticoides existe chez cette lignée 

cellulaire), il y a modulation de la synthèse des protéines de choc 

thermique. 



MATERIEL 81 METHODES 



1 . PREPARATION DU CYTOSOL DE FOIE 

Tampons 

Le tampon d'homogénéisation : tampon TMG 

Tris (Trizma Base Sigma T-1503) 20 mM 
MgClz, 6HzO 3 mM 
Naz M004, 2Hz0 10 mM 
2-mercaptoéthanol 20 mM 
Glvcérol 10 % 
Eau ultra pure qSP 1000 ml 
Le pH est ajusté à 7,40 avec HC1 1 M, et de nouveau vérifié juste 
avant l'emploi. 

Protocole 

Des rats Wistar mâles (200 à 250 g) sont surrénalectomisés sous 
i,,. *. ' . ; ,yrm- , .v , '* \ -,'=: -1 '  

l m  .;., = i l  ', - -  2; ; - >Z&, . j ,  . >, ' m .  &- anesthesie et maintenusr en régime normal avec de 1 'eau salée (i4aC1 9 %). 

Trois jours - - après l'opération, les animaux sont sacrifiés. Le foie est . 'b, n a *  
: 8 ,  * ,  LI, 8 '  - Il 2 

prélevé rapidement et perfusé avec une solution aqueuse salée puis le 

tampon d'homogénéisation, refroidi . t à 4 'C. ,  
- 8 ' 

- 1  ,- . -'ni d 

Toutes les manipulations ultérieures sont pratiquées à 4'C. Les 

foies sont épongés, pesés, coupés en petits morceaux et additionnés de 

tampon d'homogénéisation à raison de 1,5 ml par g de tissu. 

L'homogénéisation est réalisée 10 secondes au mixer (Ultra-Turax) puis 

complétée à l'appareil de Potter par 5 allers-retours à 2000 rpm 

Après ultracentrifugation de l'homogénat à 105 000 g pendant 2 h 30 

min, le surnageant clair est récupéré après 4limination de la couche 

lipidique, ajusté à pH 7,40 et constitue le cytosol. 



PREPARATION DE L'EXTRAIT SULFATE DE PROTAMINE (SPI - ----- ----- - 

La fraction cvtosolique de foie de rats est soumise a une double 

précipitation par une solution de streptomycine, piiis une soliition de 

protamine salon le protocole suivant (GOVIND.4N et SEKERIS, 1978) : 
-- - - - -. 

Cytosol (1 volume) 

l 
+ O, 1 1  volume de e u l f a t e  de  Stropro- 

mycine sous a g i t a t i o n  pendant 20 min 
h 4% puis  cen t r i fuga t ion  B 18 000 g 
x 10 min. 

- - 

P r i c i p i  te Surnageant (1,11 volume) 
il imind + 0.12 volume de s u l f a t e  d e  

I protaaine sous a g i t a t i o n  
pendant 4 0  min à 4'C puis  
cen t r i fuga t ion  Zi 18000 g 
x 10 min 

Prdc ip i  t i  
A Surnageant d l  imind 

r e p r i r  dans 0,1 volume de  
tampon phosphate, hoiaogdndt- 
r a t i o n  au Dounce pu i s  cen t r i -  
fuga t ion  A 20008 x 20 min 

P rdc ip i td  Surnageant 
idem. l t a p e  prCcd- Les surnageants eonc 
dente  rasseinblis. Des a l i quo te s  

sont  rdcupérds pour do- 
sage de l ' r c t i v i t 6  da 
l i a i s o n  e t  dosage des  

~ r d c i p î t d  il finin6 
protbines.  Le reste est 

Su rnag u n  t u t i l i s é  immddiatamunt 
ou conservd A -80°C en 
présence J e  0 . 2  volume 
d e  glycdrol s i  ndcursaire  



Le surnageant est utilisé immédiatement ou conservé à - 70'C en présence 
de 0,2 volume de glycérol. Des aliquotes sont récupérées pourle dosage de 

l'activité de liaison et le dosage d otocole permet 

classiquement d'obtenir un échantill ifié six fois environ 

par rapport au cvtosol, et contenant 8-10 w/l de protéines et 30 A 50 x 10-9 

M de récepteur. 

3. PREPARATION DE SPE ET DE L'ELUAT 

Le SP recueilli est mis en contact avec un gel d'affinité (50 vol pour 1 

vol de gel) (Sepharose 4B-diaminononane dexaméthasone) (LESTENBERGER et 

a1.,1980 ; IDZIOREK et al., 1985), visant une adsorption du récepteur sur le 

gel. L'élution spécifique en présence d'un excès de dexaméthasone ou encore 

d'acétonide de triamcinolone 4 W, permet de récupérer le récepteur non 

transformé à 90 % d'homogénéité (fraction appelée éluat). L'extrait sulfate 

de protamine non retenu par le gel est repassé 1 à 2 fois sur ce dernier afin 

d'obtenir une fraction épuisée en récepteur (jusqu'à 98 X ) ,  que nous appelons 

SPE. 

4 .  MESURE DE LA LIAISON HORMONE-RECEPTEUR (ROUSSEAU e t  a l .  , 1 972 ) 

0,5 ml de cytosol ou d'une dilution au 1/10e de l'extrait sulfate de 

protamine sont incubés en présence de 30 x n d'acétonide de triamcinolone 

tritié (Amersham, 28 Ci/mmole). La liaison non spécifique est mesurée par 

incubation en parallèle des mêmes échantillons avec un excès de 500 fois 

d'acétonide de triamcinolone non radioactive. 

Les incubations sont réalisées en double pendant 16h à O'C. La radioactivité 

liée est mesurée par la technique au charbon dextran (ROUSSEAU et al., 1972). 



Après incubation, 0 , 2  ml d'incubat sont mélangés avec 0 ,1  ml de 

suspension de charbon (charbon activé Norit A 3 % et dextran T-70 0 , 3  % dans 

du tampon TMG, pH 7 ,40 ) .  Chaque incubat est traité en double. Après 10 

secondes d'agitation au Vortex et 15 minutes de contact à O0C, les tubes sont 

centrifugés pendant 5 minutes à 4 000 rpm, 0,15 ml de surnageant sont prélevés 

et mélangés à 4 , 5  ml de liquide scintillateur LKB "Optiphase". La 

radioactivité est mesurée par un compteur à scintillation liquide LKB 1214 ; 

le rendement de comptage pour le tritium est de 50 %. 

La liaison spécifique est calculée par différence de l a  movenne des 4 

résultats obtenus pour l'incubation en présence d'hormone tritiée et la 

moyenne de ceux obtenus en présence de l'excès d'hormone froide et ramenée en 

cpm. ml-'. 

5. DOSAGE DES PROTEINES 

a) Méthode de BENSADOUS et WEINSTEIN (1 976) 

Réactifs 

- Solution de désoxycholate de sodium à 2 % 

- Acide désoxycholique 50 mg 

- Soude N/19 2-5 ml 

- Solution d'acide trichloracétique 25 % 

-Acide trichloracétique 25 g 

-Hz0 qsp 100 ml 

- Tampon bicarbonate 
Solution A NaHC03 

Hz0 

Solution B NaOH 

120 

84 g 

qsp 500 ml 

45 g 

nsn 300 ml 



Mélanger les solutions A et B et compléter à 1000 ml avec H20 

distillée. 

- Solution cuprotartrique 
Solution cuivrique CuS04 2 g 

Hz0 qsp 1000 ml 

Solution tartrique 
tartrate de Na et K 4 g 

Hz0 qsp 1000 ml 

Mélanger en parties égales au moment de l'emploi 

- Réactif de Folin-Ciocalteu du phénol (Merck 9001) 
- Solution aqueuse d'albumine bovine (Sigma A-7906) à 0,5 mg/ml. 

Mode opératoire 

Blanc Gamme Dosage 
295pg 5 pi% 101% 25pg 50pg 

Solut ion 
d ' al bumine O 5 u1 10 pl 20 pl 50 pl 100 pl O 

Sol. à doser O O O O O O 100 à 200 pl 

Tampon eau 0,5 ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,45ml 0,40ml qsp 0.5 ml 

Eau distillée 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml 2,5m1 2,5ml 2,5ml 

Désoxycholate 251.11 25p1 25p1 251.11 25p1 251.11 

Agiter 10 s au Vortex 
Laisser reposer 15 an 

ATCA 

Eliminer soigneusement le surnageant avec une pipette Pasteur. 



- Réaction colorée 

Ajouter à chaque tube en passant 10 secondes au Vortex à chaque 

fois : 

- 1,5 ml de solution cupro-alcaline 

Tampon bicarbonate 16 ml 

Hz0 16 ml 

Solution cuprotartrique 6 ml 

- 0,15 ml de solution de Folin-Ciocalteu 
Laisser les tubes à l'obscurité pendant 45 minutes - lecture à 660 nm 

contre de l'eau distillée. 

b) Méthode au Bleu Brillant de Coomassie (CBB 6250) 

Réactifs : 

Bleu de Coomassie 6250 (MERCK) 15 w 

Ethanol absolu 4,7 ml 

HsP04 85 % 10 ml 

H 20 qsp 100 ml 

Filtration sur papier Whatman et conservation à l'abri de la 

lumière. 

Réactif stable quelques jours. 
- 

Les dosages sont réalisés sur un analyseur centrifuge COBAS BI0 

selon le protocole suivant : 

Température des cuves 30°C 

Longueur d ' onde 595 nm 

Temps de lère lecture 2 minutes 



- Pour une gamme étalon allant de O à 200 pg/ml de SAB 

. 1 5  pl d'échantillon 

60 pl de diluant (HzO) 

225 pl de réactif 

- Pour une gamme étalon allant de O à 50 w/ml de SAB 

60 pl d'échantillon 

15 u l  de diluant ., .L> A,:, 
>'li,i- ;. fi- 

$ , :,,,II,,,% +., , , Ah7+.;, . .. .i.fi8i,m...). 223 pl de réactif 
. . , !,>721~ . . . . ,,-,,. 1 ,.. . 

Paramètres : 1 Unit , , . 
. . -  # n '  7 . L  1 -  

2 facteurs de calcul 1 

3 standard 1 conc. 

4 standard 2 conc. 

5 standard 3 conc. O 

6 limite 300 

7 Température (deg.~.) 30.0 

8 Tvpe d'analyse 

9 Longueur d'onde (nm) 595 

10 Vol. échantillon (pl) 15 

11 Vol. diluant (pl) 60 

12 Vol. réactif (pl) , 

13 Temps d'incubation (S) O 

14 Vol. réactif démar. (pl) O 

15 Temps lère lecture (S )  120.0 

16 Intervalle temps (S) 60 

17 Nombre de lectures O 3 



18 Blanc réactif 

19 Mode de calcul 

6. PREPARATION D ' IMMUNO-ADSORBANT 

Réactifs 

- Sepharose 4B (4 % d'agarose) (Pharmacia) 

- Bromure de cyanogène 
La totalité d'un flacon de 100 g est dissoute dans 103 ml d'acéto- 

nitrile ;l'ensemble est conservé à - 20°C. 
- Tampon phosphate 5M, pH 11,9 
- Tampon bicarbonate de sodium 0,25 M, pH 9 
- Tampon-acétate de sodium 0,1 M, NaCl M, pH 4 
- Tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,s M, pH 7. 
- Tampon bicarbonate de sodium 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3 
- Ethanolamine M 
Mode opératoire (modifié d'après PORATH et al., 1973) 

Le Sépharose 4 B est lavé abondamment à-l'eau distillée sur verre 

fritté et essoré. 10 g de Sépharose 4B sont mis en suspension dans 10 ml 

de tanipon phosphate 5 M, pH 11,9 et l'ensemble est dilué à 20 ml avec de 

l'eau distillée refroidie à 4°C. 

On ajoute, sous agitation douce 0,412 ml de solution de bromure de 

cyanogène (sous la hotte) par petites portions pendant 2 minutes. Au 

bout de 10 minutes le gel activé est lavé très rapidement (moins de 2 

minutes) sur verre fritté par 250 ml d'eau distillée refroidie à 4"C, 

puis par 200 ml de bicarbonate de-sodium 0,25 M, pH 9. On transfère le 

gel activé et lavé dans un tube contenant la solution d'anticorps 



(environ 1,7 mg) dans 5 ml de tampon bicarbonate de sodium 0,l M, NaCl 

0,5 M, pH 8,3. On laisse sous agitation lente (agitateur rotatif) 

pendant 1 heure à température ambiante puis une nuit à 4'C. Le gel est 

essoré (on garde une aliquote pour le dosage des protéines après 

couplage) puis suspendu dans 150 ml de solution d'éthanolamine M pendant 

2 heures pour saturer les fonctions qui n'ont pas réagi. Le gel est 

ensuite lavé par les deux tampons suivants : 

Acétate de sodium 0,l M, NaCl M, pH 4 (150 ml) 

Phosphate de sodium (0,01 M, NaCl 0,5 M, pH 7 (150 ml) 

Le lavage est répété 3 fois, pour éliminer les adsorptions non 

spécifiques. Un volume du gel (4 ml) est ensuite transféré dans une 

colonne chromatographique (IBF 25) et lavé abondamment par 10 volumes de 

tampon PBS 7,4. 

Immunoadsor~tion 

1 ml est introduit dans la petite colonne (IBF 25) en contact une 

heure avec le gel sous agitation rotative. Ensuite, on effectue un 

lavage par PBS 7,5, NaCl 500 mM pour éliminer les adsorptions non 

spécifiques. 

Les antigènes retenus sur la colonne sont élués par le tampon 

glycocolle-HC1 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 2,8 (28 ml par 4 ml de gel) et 

récupérés dans un certain volume du tampon phosphate IM de pH 8,3 afin 

de se trouver dans un tampon voisin de la neutralité. 

La solution d'antigène est concentrée 2 fois dans une cellule diaflo 

équipée d'une membrane YM 30. 



La régénération de l'immunoadsorbant se fait par une solution de 

carbonate de sodium 00,1 M puis rééquilibrée par une solution de NaCl 

0,15 M, azide de sodium 0,2 % 

Appareillage 

Les colonnes utilisées sont : Ultropac TSK DEAE 3SW préparative et 

TSK 545 DEAE analvtique de LKB. 

La HPIEC est effectuée sur un appareil Waters 204 4/6/6-GE, muni 

d'un injecteur U6K équipé d'une boucle de 2 ml, de deux pompes 6000 A 

pilotées par un programmeur de gradient M660 et d'un détecteur WATERS 

480,(WATERS, Mildord, USA). 

La récupération des fractions est assurée par un collecteur 

programmable, modèle 201 (GILSON, FRANCE). La mesure en continu de la 

force ionique est assurée par un appareil détecteur de concentration 

saline (IBF), branché à la sortie de la colonne chromatographique, et 

associé à un enregistreur (LKB). 

Des aliquotes sont dosées en potassium par photométrie de flamme 

(Flamme Photometer, mode1 143, Instrumentation Laboratory, Inc.) pour 

détermination de la concentration en KC1 



Tampons 

Tampon A : KxHyPO4 

(Basse force ionique) 

Tampon B = Tp A + 0.5 M Kcl 
(Haute force ionique) 

Tampon C : KxHyP0 4 5 mM pH 7.40 

B-mercaptoéthanol 10 mM 

Tampon de lavage D : Acide acétique 0.01 N 

NaCl 500 mM pH > 3 

Tous les tampons sont filtrés sur membrane Millipore HATF (0.45 p) et 

dégazés avant emploi. 

Préparation de la colonne 

L'équilibration de la colonne r 

pilée s'effectue en tampon A (3 volumes de tampon pour 1 volume de 

colonne suffisent). 

La régénération de la colonne est réalisée systématiquement à la 

fin des manipulations par 

-lavage avec le tampon D (3 volumes) 

- suivi d'un lavage dans de l'eau azidée (3 volumes pour 1 volume 

de col onne). 



Préparation du matériel purifier 

L'extrait sulfate de protamine épuisé en récepteur est dilué avec 

le tampon C de manière à ajuster la £orce ionique finale à 50 mM en 

potassium. 

L'échantillon est alors concentré 3 a 4 fois sur membrane DIAFLO YM 30, 

avant d'être clarifié par ultracentrifugation 20 minutes à 30 000 rpm 
b 

puis injecté sur la colonne (la quantité de protéines injectées sur la 

colonne ne doit pas dépasser 180 mg sur la DEAE préparative). 

Après injection, un délai de 20 minutes est respecté avant de démarrer 

le gradient d'élution avec le tampon B pendant 55 minutes à un débit de 

3,s ml/mn (préparatif) ou 0,5 ml/mn (analytique). - . -  - -r .-;-- .--1 . 8  ,,TT, 

-&L.--: .:SA ; .k - - 
Des fractions de 3,5 ml sont collectééç efc'des aliquotes sont analysées 

8. CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION DE TAILLE A HAUTE PERFORMANCE (HPSEC) 

,' , 41  .'.' r. Matériel -. 
Y ri- . '. 

,A:J.rc-Colonne TSK 64000 SW analytique LKB (7,5 x 300 mm) 
k, -,, :.. -'LI.; 

;; t::>,;, -: ; -::;f~:<n-.- a , * ' .  t.J.8.7 ,-'7 
, '  8 ,.t. '";: . "  8 ..; .,.~",;,'."k,<r:,.. * . "  '.' 
, .' .-. , ,ql; , i , : i>;;7 .it,.. ' I I G ~ . !  .-?.: -,,,L, - -  .,:. .. préparative LKB (21.5 x 600 mm) 

, . L . . .  ; , , . n .-; , . , "., .. :*+: <:. . "h - . , " 
,,F.. . .. ,,: .JL.+ ; . 5,. , , .-;*, 7 *;<, 

Précolonne TSK GSWP (7,5 x 75 mm) 

Injecteur muni d'une boucle de 0,2 ml 

Pompe LKB 2150 

Collecteur programmable, modèle 201 (GILSON, FRANCE) 
Enregistreur LKB 



Tampons 

Tampon E. TES 20 mM pH 7 ,O 

NaCl 150 mM 

B-mercaptoéthanol 10 mM 

Le tampon est filtré sur membrane Millipore HATF (0,45 pin) et dégazé 

akant 1 'emploi. 

Elution 
2 J.*..Tt \: -, .-;; -f.!;r&<:,:J-: % 1; -;F.pT\:::*\:. ,- .$2;;.;2;;7;:;-;;;.5,i:-'8'.l. - .,< ;-c *,<.: :. ,y>,; .! ,,; ,k' ;! <,y>,:.:;;: , . . - --.- . - - , ,,-'_ .; ''8 . ,, ,,. . -;_I 

' 

- :,. .-G. ,.:: 1 ,,-i; ;&'; : ., :-,:::: :.J~.,:., 5 ,,?(,; .?, ::. ,q, .. ,,,,, !, ;>. , ,,, , . , - ,  ,, ,-,;A . - !, - . ,-<- - r , . . , . ,  , . :  , =  , , , J ,  ,, . . 
- F ta!; ,!,; T;.. m >:-.; ' . '  . . ~. 

-- 
"::;:~olume d'échantillon injecté 2 X du volume total de la colonne filtré 
. .*' 1. 

dès l'entrée de la précolonne par la mise en place d'un fritté 
. .. 

8,::. .: L. , .,-;y-;.':,,,,:,; ,-..; ,.,. !-,-!- -;,-.r, - - j  k: =1- 
.',.'), '.-;. 

.!,- ,,?; r,;J 7.:,:,<-?,+ -'" ,-.TT:, 
~- . . , .. ,!., - ,*,, ,, ,,: :; ,, ,,.( -&. 7- :.. r,-L\?.${*': métallique (pores de 1 ~~.m):'"ll 

L'élution est réalisée avec le tampon E à un débit de 0,5 ml/minute 

(colonne analytique) ou 3,5 ml/mn (colonne préparative). Pendant toute 

la durée de l'analyse, la colonne et le réservoir de tampon sont placés 

dans un bain de glace. Des fractions de 0,25 m l  (analytique) ou 1,75 ml 

(préparatif) sont collectées et des aliquotes analysées comme 

gtrécédemmen t . 
Cal ibration 

Kit commercial (Pharmacia) contenant de la thyroglobuline (Rs = 8,6 

nm), de la ferritine (Rs = 6,l nm), de la catalase (Rs = 5 , 2  nm), de 

l'aldolase (Rs = 4,7 nm) et de la sérum albumine (RB = 3,6 nm). Pour 

obtenir une calibration précise, nous y avons ajouté de la 0- 

galactosidase dlE.coli (Re = 6 , 9  nm). 



Ces protéines standards sont utilisées à une concentration de 1 à 3 

rng/ml et 0,l ml sont injectés sur la colonne. Leur volume d'élution est 

détecté par absorbance W à 280 nm. Le volume d'exclusion est mesuré par 

l'élution du Bleu Dextran 2000 (Mr = 2x107). Le volume total de la 

colonne est mesuré par l'élution du bichromate de potassium. La 

calibration est obtenue selon le modèle de Porath (1963). 

Maintenance de la colonne 

Après une série d'injections, la colonne est lavée par un tampon 

NaCl 0,5 M - Acide acétique 0,01 N (3 volumes pour 1 volume de colonne). 

Elle est ensuite rincée à l'eau Millipore et conservée dans de l'eau 

azidée (azide Na 0,2 p. 1000). 



9. ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU DENATURANT 
(PAGE/SDS) (LAEMMLI, 1970) 

Cuve à électrophorèse verticale : Protean Double Slab Electrophoresis 

Ce11 Bio Rad (ref. 716 514 20). 

Solutions 

Solu t ion  A à 7 , 5  X d 'acrylamide 

Acrylamide 75,OO g 

Bis acrylamide 2,00 g 

Tris 45,30 g 

SDS 1.00 g 

TEMED 0,3 ml 

HC1 5 , 6  N V P P H  898 

Hz0 qSP 1 1  

Solu t ion  C de concentrat ion 

Acrylamide 30,OO g 

Bis acrylamide 

Tris 

SDS 

TEMED 

Solu t ion  aqueuse de p e r s u l f a t e  d  'ammonium à 10 % (v/v) 
(à préparer extemporanément) 



Tampon d 'électrophorèse ( 4  f o i s  concentré) 

Tris 12,OO g 

Glycine 

SDS 

Hz0 qsP 1 1  
(à diluer au 1 / 4  avant utilisation) 

Samvl e buffer  (tampon de dénaturation pour échantil ions 
protéiques) 

Tris-HC1 

SDS 

8-mercaptoéthanol 5 % 

Glycérol (v/v) 20 % (v/v) 

Bleu de bromophénol 0,001 '% 

Marqueurs de masse moléculaire 
(Kit Bio Rad, Haut et bas poids moléculaire) 

* 6T (Mi?) Composition K D  

Phosphorylase b du muscle de 

lapin 

Sérumal bumine bovine 

Ovalbumine du blanc d'oeuf de 

Anhydrase carbonique bovine 

Inhibiteur trypsique au soja 

Lysozyme du blanc d'oeuf de poule 14,400 



* 5T (HMF) Composition KD 

Myosine 200,000 

8-galactosidase d' E. col i 116,250 

Phosphorylase du muscle de lapin 97,400 

Sérumalbumine bovine 66,200 

Ovalbumine du blanc d'oeuf de 

poule 

Solution de coloration des gels 

Bleu brillant R250 de Coomassie 

(Merck 12553) 1,o S 

Acide trichloracétique 50 % (p/v) 250 ml 

Méthanol 250 ml 

Eau ultra pure (3 SP 1 1  

Sol ution de décoloration 

Mé t han01 

Acide acétique 

Eau ultra pure 

Protocoles 

a) Fl ec trophorése anal vtique 

Un bouchon d'acrylamide (solution à 10 %) (5 ml + 50 pl de 

persulfate d'ammonium) est coulé pour maintenir l'étanchéité du système 

(2 plaques de verre 160 x 180 mm ; 1,5 inm d'épaisseur) 30 ml de solution 

à 7,5 % d'acrylamide sont ensuite coulés (30 ml de solution A + 100 pl 

de persulfate) et polymérisent 15 mn à 506C. 



Puis le gel de concentration est coulé (7,s ml de solution C + 

150 i l  de persulfate d' ammonium) et le peigne rajouté immédiatement. 

Après une pré-électrophorèse, les échantillons protéiques sont 

aéposés dans les puits en présence de bleu de bromophénol 0,001 X et de 
glycérol après avoir été traités 3 mn au bain-marie bouillant en 

présence de 3 X de SDS. 

L'électrophorèse est réalisée à 35 mA (par gel) pendant 4 h. Les gels 

sont démoulés puis fixés et colorés dans la solution de coloration 

pendant 2 h. L'excès de colorant est éliminé par lavage du gel dans la 

solution de décoloration. 

b) Electro~horèse préparative 

Le protocole utilisé reste identique, excepté l'épaisseur des gels 

qui double (3 mn). 

La coloration (et fixation) dans le CBB R250 est limitée à 30 min 

et la décoloration ne dépasse pas une heure pour éviter toute 

dégradation du matériel protéique. 

10. ELECTROELUTION (ANDERSON et al. , 1973) 

Après coloration et décoloration des gels (PAGE/SDS) préparatifs, 

la bande protéique recherchée est isolée, celle-ci, -d'abord équilibrée 

en tampon d'électrophorèse est ensuite découpée en de fins morceaux que 

l'on met dans un boudin de dialyse contenant un peu de tampon 

d'électrophorèse. L'ensemble est soumis à une électroélution. 

11. CONCENTRATION DES ECHANTILLONS PROTEIQUES 

Elle se fait à l'aide de l'appareil Diaflo équipé d'une membrane 

Amicon ï M  30 (Pharmacia), et alimenté en azote. 
, 



12 . PRODUCTION d'IMMUNSERUM ANTI 90 KD (1s 25) (MENDEL-HARTVIG. 1982) 

Après chromatographie d'échange d'ions préparative de SPE, le pic 

d'élution de la protéine 90 KD est collecté, puis concentré, ensuite 

soumis à des PAGE/SDS préparatifs. A la fin de la migration 

électrophorétique, le gel est coloré au CBBR 250, puis décoloré. La 

bande 90 KD est découpée, électroéluée, ensuite dialysée contre une 

solution physiologique (9 p. 1000 de NaCl), enfin concentrée. Une 

aliquote d'électroéluat de la protéine 90 KD est déposée sur un gel 

PAGE/SDS analytique, à côté des quantités croissantes d'une protéine du 

commerce (Glutamate déshydrogénase, Mr 54,4 KD), en vue d'apprécier la 

quantité de protéine 90 KD dans l'électroéluat. 1 volume ( 0 . 5  mg) de - - 
F . , , ?,-T-U yt:,; .. F i ,  j , 

l'électroéluat est complété par 1 volume d'adjuvant de ~rë?fid,'%t Sêlrt à 

l'immunisation sous-cutanée d'un lapin New Zealand (appelé 

arbitrairement lapin 25). Cette immunisation est suivie de rappels à 3 

semaines d'intervalle. Dix jours après le troisième rappel 

d'immunisation, le lapin est saigné à l'oreille et l'antisérum produit 

(nommé par conséquent IS 25) est testé en Western-blot, et en 

immunoprécipitation. 

Une fraction de cytosol (35 pg) est incubée avec 0,35 mCi d'iodure 

de sodium et 100 pl de chloramine T (solution à 1 mg/ml) pendant 1 

minute à 4'C, en agitant fréquemment et doucement au Vortex. La réaction 

est stoppée par addition de 100 pl de métabisulfite de sodium (solution 

. - 
mg/ml) . 



L'incubat est débarrassé d'iode libre par filtration sur une P.D. 10 

(colonne 625, PHARMACIA). Le pic lié est collecté et utilisé en 

immunoprécipitation. 

14. TECHNIQUE D'IMMUNOPRECIPITATION 

Tampon d'adsorption 

Tris-HC1 12 mM, pH 7,40 

NaCl 0,15 M 

SDS 0 . 3  X 

Triton X-IO0 1,7 % 

EDT A 2 mM 

Protocole 

Des fractions d'antigène total (700 000 cpm) sont incubées 

séparément avec 1'1s 25, le sérum préimmun 25, et un immunsérum non 

relevant (25 pl par anticorps). L'incubat est complété à 500 pl avec uu 

tampon d'adsorption et mis sous agitation rotative pendant une nuit à 

- Prégonflement d'une heure à 4'C, de la protéine A-Sépharose 4B, dans 

le tampon d'adsorption à raison de 10 rag/ml et par piste. 

- Après deux lavages de la protéine A-Sépharose avec le tampon 
d'adsorption, le culot est mis en incubation avec l'immuncomplexe formé 

pendant 2 à 3 heures à température ambiante et sous agitation. 

- Après une dizaine de lavages, suivis de comptages de la radioactivité 
en 1125, visant à éliminer l'antigène marqué, non reconnu, 45 11 du 

tampon de dénaturation sont rajoutés au culot. 



- L'ensemble est dénaturé 2 min à 100°C. 1 'électroéluat qui contient 

l'antigène marqué reconnu par l'immunsérum utilisé est soumis à un 

PAGE/SDS analytique. 

- Après migration électrophorétique, le gel est séché, celui-ci est mis 
en contact avec un film KODAK X-OMAT pendant 14 jours à - 70'C. 



-13. TRANSFERT DES PROTEINES DU GEL ANALYTIQUE DE POLYACRYLAMIDE VERS LA 
FEUILLE DE NITROCELLULOSE (Western-blot) : TOWBIN et al.. 1979) 

Matériel 

Appareil LKB 2005 Transphor Electroblotting Unit (BROMA, Sweden) 

Nitrocellulose Schleicher & Schull BA 85 (0.45 pm) 

Tampon de transfert 

Tris-HC1 25 mM pH 8,3 

Glycine 150 mM 

Méthanol 20 % 

Le gel de polvacrylamide est placé en contact avec la feuille de 

nitrocellulose préalablement équilibrée dans le tampon. Le transfert 
. . 

s'effectue pendant 5h à 60V (0,3A) ou 16h à 20V, en évitant 

l'échauffement de la cuve à l'aide d'une circulation d'eau courante. 

Après électrotransfert, les protéines sont colorées 5 mn par une 

solution aqueuse de Rouge Ponceau à 0,2 % contenant 3 % d'acide 

trichloracétique. L'excès de colorant est éliminé par plusieurs lavages 

de la feuille de nitrocellulose à l'eau distillée. La feuille est soit 

séchée et stockée, soit utilisée immédiatement pour l'immunorévélation. 

Conditions particulières pour la détermination de la séquence N- 

Le transfert de la protéine 90 KD purifiée s'effectue sur une 

membrane de polyvinyldifluoride (P.V.D.F., Millipore), selon GüLTEKIN et 

HEERMANN (1988). Ce support se prête bien aux réactifs de la dégradation 

d ' EDMAN ( 1950), en séquenceur phase gaz (Sequenceur Appl ied Biosystems 

470A) couplé à un analyseur (120 A de la même marque) de dérivés phényl 



hydantoine d'acides aminés (PTH). (Il est recommandé de ne pas mettre de 

glycine dans le tampon de transfert). Le microséquencage de la partie N- 

terminale de la protéine 90 KD a été réalisé par Mme Belaiche, dans le 

laboratoire dirigé par le Dr. P. Sautière, que nous remercions. 

16. TECHNIQUES IMMUNOCHIMIQUES. 

. Réactifs et tampons 
- TBS Tris-HC1 10 mM 

NaCl 150 mM 

PH 7,4 

- TNT (à  préparer extemporanément) 

TBS 1 litre 

Tween 20 (0,l W ,  p/v) 1 gramme 

- Révélateur (à préparer extemporanément) 

4-chloro-1-naphtol (SIGMA C8890) 50 mg 

à dissoudre dans 17 ml de méthanol 

TBS qsp 100 ml 

Hz02 à 30 % 60 pl 

Mode opératoire 

- Saturation de la feuille de nitrocellulose dans la solution de 
TBS contenant 5 % (ph) de lait écrémé en poudre Ih à 37°C. 

- Lavage 2 fois 15 minutes dans TBS à température ambiante 
1 fois 15 minutes dans le TNT 

- Incubation avec l'anticorps en solution dans TNT, lait écrémé en 
poudre 1 % (ph) Ih à 2h à tem éggturg ambiante. 

a;,f, .,--.- : q>- , V I T  :1 

b y -L -k$ ; y- ! .% : :! 
- Lavage 3 fois 15 minutes dans le TNT 



- Incubation avec l'anticorps marqué à la peroxydase (système lapin 

ou s'vstème souris) à une solution 1/1000e ou 1/500e respectivement dans 

TNT, lait écrémé 1 X (p/v) 1 heure sous agitation à température 

ambiante. 

- Lavage 2 fois 15 minutes dans le TNT 
- Lavage 1 fois dans le TBS 
- Révélation par la solution de 4-chloronaphtol et de Hz02 

immuncomplexes révélés sous forme de bandes colorées en violet. 

Ce protocole d'immunorévélation des blots est valable pour la 

technique de "Dot-blot". 

17. TECHNIQUE DU DOT-BLOT 

Les échantillons protéiques de 0,1 ml sont immobilisés sur une 

membrane de nitrocellulose à l'aide d'un appareil de microfiltration 

BIO-DOT (96 puits, BI0 RAD, USA) relié à une trompe à vide. Le nombre 

élevé de puits permet de tester un fractionnement chromatographique 

complet. La feuille de nitrocellulose est ensuite soumise à la 

révélation immunologique. 

18. MARQUAGE COVALENT DES PRCTET?iES A L ' AIDE D' UN TRACEUR RADIOACTIF. 

Marquage au réactif de BOLTON et HUNTER (1973) , , ,+% 

,, <' : 
l . 8  -.> ,2,.s !. 

Tampon d'incubation : Borate de sodium/acide borique 0,1 M, 

pH8.5. 

Tampon d'équilibration de la précolonne dtHPLC 

NaxhyPOc 25 mM, NaCL 0,2 M, pH 7. 



Le réactif (2,3 3H) N-succinimidyl-propionate (100 Ci/mmole) est 
&. j 

utilisé en formant une liaison covalente avec les C-NH2 des résidus de - L- 
7 .; A., .la> ) ;rJ ..;, ',, f 

lysine. La protéine 90 KD purifiée (0,36 nmole) est reprise dans 3 ml de 

tampon d' incubation. L' ensemble est concentré. L' équivalent de 0,36 

nmole de protéine soit 50 ~1 sont ajoutés et incubés avec 100 pl du 

réactif (1 nmole) dans un tube micro-via1 (PIERCE) pendant 1 heure à 

O'C. Après arrêt de la réaction avec 50 pl de la solution Tris 50 mM, la 

protéine 90 KD est débarrassée de 1 'excès de réactif libre par 

dessalage, sur une précolonne de haute performance TSK GW 4000 ( 7 , 5  x 75 

mm), prééquilibrée. Les fractions récupérées à l'exclusion contenant 

1'HSP 90 KD radioactive sont aliquotées et analysées immédiatement en 

électrophorèse de deux façons : 

- soit les couloirs de migration sont découpés en tranches de 2 mm, qui 

sont digérées dans 0,2 ml d'eau oxygénée (30 %) à 55°C pendant 1 nuit, 

ensuite on rajoute le liquide à scintillation et on laisse reposer à 

l'abri de la lumière pendant une nuit avant de passer au comptage. 

- soit après migration électrophorétique le gel est séché (Sehe gels, 
réf. 2003, LKB) et mis en contact avec un film (Hyper filmTH-MP 

~mersham) pendant 3 semaines à - 7 0 ° C .  

19. MESURE DE LA CONSTANTE DE SEDIMENTATION 

Des solutions de saccharose à 5 % et à 20 % sont préparées dans le 

tampon phosphate 160 rnM ; pH 7,4 à 4 ' C  ; glycérol 10 % ; mercaptoéthanol 

zu mM. Le gradient de saccharose 5-20 % est réalisé à l'aide d'un 

appareil à deux chambres cylindriques et coulé dans des tubes en 

polyallomère de 4,5 ml. 200 pl de la protéine 90 KD purifiée et marquée 

sont déposés sur les tubes, ceux-ci sont soumis à une 



ultracentrifugation de 16 heures à 4'C à 55 000 rpm dans un rotor SW 60 <.&;.i 
(Beckman) à godets horizontaux. La mesure du coefficient de 

sédimentation de la protéine 90 KD est déterminée par comparaison à des 

standards centrifugés en parallèle, et dont les coefficients de 

sédimentation (Szo , w )  sont connus : catalase (11,3 S ) ,  aldolase (7 ,8  S), 

sérumalbumine (4,3 S). A l'arrêt de la centrifugation, les tubes sont 

ponctionnés par le fond, et des fractions de 6 gouttes sont recueillies Fi$\8.i 
et soumises à une mesure de radioactivité. Quant aux témoins standards, 

ceux-ci sont détectés par un dosage de protéines des fractions 

recueillies. 

20. MESURE DU RAYON DE STOKES 

clle est effectuée par chromatographie d'exclusion de taille à 

haute performance (HPSEC). La protéine 90 KD purifiée et marquée au 

réactif de BOLTON et HUNTER est injectée sur la colonne TSK 64000 SM 

analytique. 

21. DETERMINATION DU pHi DE LA PROTEINE 90 KD. 

matériels 

Support : gel conventionnel de DEAE-Trisacryl 

Dimension de la colonne : 15 x 100 mm 

Tampon d'équilibration (A)  : TES 20 mM, NaCl 100 nù4, pH 6,O. 

Eluant : PBE 74 (Poly Buffer Eluant de pH entre 7 et 4) de 

chez Pharmacia. 



protocole. 

Equilibrer la colonne avec le tampon A (au moins 2 volumes pour 1 

volume total théorique de la colonne). 

Dépôt de l'échantillon biologique à analyser dialysé auparavant 

contre le tampon A 

Désorption des protéines avec le tampon PBE74 (dilué au 1/&15e et 

ajusté à pH 3,5 avant emploi). 

Le débit du travail est de 0,3 ml par min, assuré par une pompe 

(GILSON) à basse pression. 

22. ETUDE IMMUNOHISTOLOGIQUE . 
L'activité immunologique des anticorps (monoclonaux, polyclonaux) a 

aussi été appréciée en inmunohistochimie sur des cellules d'hépatome de 

rats en culture HTC et des fibroblastes L929 de souris dans le 

laboratoire d'Histologie (Pr. J. LEONARDELLI, Mme SAINT-PAUL, Elisabeth 

Faculté de Médecine de Lille)-que nous remercions. 

Culture cellulaire 

Les cellules à lignées continues HTC et L929 (cellules d'hépatome 

de rat en culture, et les cellules de fibroblastes de souris) sont 

stockées dans l'azote liquide en présence de 10 X de diméthylsulfoxyde, 

et de 30,% dersérum de veau foetal. Au besoin de ces cellules, celles-ci 
j.- , , y  v 1 ,' . n -, *.- - ',? J ' *',q ,.; , c-<! , , . 6 -- .',' * -  

8 - ,  > I 4 -- .(~'\pd'7-;>! , + ~ ~ $ #  ;- 1;s- 8- , ;  :ii." 
; FA;:, &ont' déconeeli$es par immersion ~dkdiate dans un bain-marie à 37 OC. tes 
d ;'&r,>,-J 

cellules sont ensuite mises en culture dans un milieu nutritif 

approprié : 



- les cellules HTC dans le milieu : 
SWIM'S S77 (GIBCO UK, Grande-Bretagne), additionné de L-glutamine 4 mM, 

pénicilline-streptomycine 100 unités ou microgrammes par ml, tricine 20 

mM, pH 7,8 et de sérum de veau foetal 10 %. 

- les cellules L929 dans le milieu : 

DMEM (milieu minimum essentiel modifié par DULBECCO) à 3,7 grammes par 

litre de bicarbonate de sodium, additionné de L-glutamine 4 mM, 

pénicilline-streptomycine 100 unités ou microgrames par ml et de sérum 

de veau foetal. 

Ces cellules en monocouche, en phase logarithmique sont décolorées par 

trypsinisation courte. La suspension cellulaire est alors diluée de 

façon à obtenir une bonne répartition des cellules sur la lame. 

tampons. 
* 6 . J , - - - ' . , .  ,.., '8 - . - , "  

7 n  < . ,  - .1'!;; , ' @  '1,. ;- - 
Tampon COONS : véronal sodique 0;01 'M, NaCl 0,15 M, pH 7,2 

Tampon Tris : Tris-HC1 0,l M, pH / , 6  

Tampon révélateur : 

Diaminobenzidine (DAB) 

Mé t han01 

Hz02 37 X 

Tris 

Protocole expérimental 

Les cellules sont déposées sur lame en gouttes épaisses, puis 

fixées par un spray cytologique (à  base d'alcool), et sont conservées à 

température ambiante jusqubà utilisation. Pour la réaction immuno- 

chimique, les lames sont rincées à l'alcool (95') pour éliminer le film 

laissé par le fixateur, puis réhydratées par passage sous eau courante 



(1 à 3 min), ensuite stabilisées par immersion dans du tampon de COONS 

durant 5 min. Pour inhiber toute activité peroxydasique endogène, les 

cellules sont incubées pendant 6 min avec une solution tamponnée 

contenant 3 % dlHzOz. Après lavage des cellules avec le tampon de COONS, 

celles-ci sont incubées avec les anticorps spécifiques choisis à une 

dilution optimale (1/50e) durant 2 heures à 37'C, ensuite lavées 

abondamment dans le tampon de COOMS, avant d'être incubées avec les -..' Y N. 

. ";, ,. 
deuxièmes anticorps (immunoglobulines de mouton 8n'ti-lapin marquées à la 

peroxydase) à 37'C. , -  , Au bout de 30 min d'incubation les cellules sont 
L. ' . . . ' i l  ' ' 

révélées avec'le 'tamphn 'de révélation. Là où il y a réaction 

immunohistologique, une coloration marron apparaît entre 3 et 5 min. La 
, , .... . C 

, !r <; -. -: . 
, . 3  e %... 

réaction immunologique pëut être arrêtée par immersion des lames dans 

l'eau ; celles-ci sont ensuite déshydratées par passages successifs dans 

l'alcool 95' et 10O0, puis toluène et enfin les lames sont montées dans 

une résine synthétique (Eukitt) pour l'étude en microscopie optique. 
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RESUME 

Il semble admis main tenan t  que l a  t r a n s f o r m a t i o n  ( ou 
a c t i v a t i o n  ) du complexe hormone g l u c o c o r t i c o ï d e  - r é c e p t e u r  
e s t  concomi tan te  d ' u n e  c o n v e r s i o n  de c e  de r -n ie r  d ' u n e  forme non 
t r a n s f o r m e é ,  a y a n t  un hau t  p o i d s  n i o l é c u l a i r e ,  à l a  forme t r a n s -  
formée de  p e t i t  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  

P l u s i e u r s  arguments  indépendan t s  p l a i d e n t  e n  f a v e u r  d 'une  
s t r u c t u r e  h é t é r o o l i g o m é r i q u e  pour l e  complexe non t r a n s f o r m é  
q u i  comprend en p l u s  de  l a  s o u s  u n i t é  p r o t é i q u e  l i a n t  l ' ho rmone  , -- - -. - .- 
g l u c o c o r t i c o ï d e ;  *-. l ?,  . -, c -* r i--r,r- Y,;,--- Y C L  .#-..z . ;i-dsrt' .<" . 
- Deux sous-uni tés  pfote"i(iuë-~ non fiadt'ëii 6os"sédant chacune une 
masse m o l é c u l a i r e  de  90 KU. 
- Une molécu le  d'ARN d ' e n v i r o n  36 KD 

Dans l e  c a d r e  d e  c e t t e  t h è s e ,  nous nous  sommes p a r t i c u -  
l i è r e m e n t  i n t é r e s s é  à l ' é t u d e  de 13 p l -u tb ine  90 KD non l i a n t e  
l i b r e .  Pour c e  f a i r e ,  nous avons  mis au p o i n t  un p r o t o c o l e  de  
p u r i f i c a t i o n  de  c e t t e  p r o l é i r i e ,  rapide e t  s i m p l c .  CeJ u i - c i  e s t  
basé  s u r  l ' u s a g e  c o n s é c u t i f  d e s  Chromatographies L i q u i d e s ,  
d 'échange d ' i o n  e t  d ' e x c l u s i o n  de  t a i l l e ,  SUL- s u p p o r t s  à Haute 
Performance (HPLC) ; l a  p r o t é i n e  a i n s i  p u r i f i é e  nous a permis : 
. La d é t e r m i n a t i o n  d e  s e s  pa ramèt res  phys icoch imiques .  
. L ' i d e n t i f i c a t i o n  d ' u n e  p a r t i e  de  s a  séquence  N-terminale .  
. Le développement d ' u n  a n t i c o r p s  p o l v c l o n a l ,  que nous avons 
u t i l i s é  e n  p a r a l l é l e  avec  l ' a n t i c o r p s  monoclonal(AC 88) ,  
f o u r n i  p a r  TOFT pour  : . La l o c a l i s a t i o n  inimunohistochimiyue i n t r a c e l l u l a i r e  de  l a  
p r o t é i n e  90 K D ,  dans  deux l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  d i f f é r e n t e s .  




