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R E W E  GENERALE 



CHAPITRE 1 

CARTE PEPTIDIQUE EN ELECTROPHORESE SUR GEL 

DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU SDS (PAGE/SDS) 



INTRODUCTION 

La diversité de la vie se reflète d'une certaine manière 

dans la multitude de protéines rencontrées chez les organis- 

mes vivants. La bactérie E. c o l i ,  par exemple, contient 3000 

protéines différentes, alors que les organismes supérieurs 

peuvent en contenir plus d'un million. Parmi toutes ces pro- 

téines, certaines possèdent des homologies do séquence per- 

mettant leur classification au sein d'une mênie famille. Sur 

le plan génétique, cela indique, qu'à l'origirie, ces protéi- 

nes homologues proviennent du même gène. L'un des moyens 

d'identifier les homologies de séquence entre protéines con- 

siste à déterminer leur structure primaire puis les comparer 

entre elles. Cette méthodologie demande non seulement des an- 

nées de travail, mais encore faut-il pouvoir disposer de 

quantités importantes de matériel, ce qui n'est point le cas 

lorsque l'on travaille sur des protéines expl:imées en très 

faible quantité dans un organisme. Dans la même optique, 

plusieurs auteurs ont préféré utiliser ces dernières années 

l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu SDS 

(PAGE-SDS). En effet, cette technique combinée des méthodes 

de coupures (enzymatiques ou chimiques) des protéines permet 

d'établir rapidement et a un coût raisonnable la carte 

peptidique (ou "peptide mapping") d'une protéine. Le profil 

des fragments peptidiques obtenus est caracteristique de la 

protéine et de l'agent de coupure. Deux proteiines homologues 



posséderont des profils électrophorétiques siniilaires, alors 

que deux protéines non apparentées présenteront des cartes 

peptidiques différentes, après action du même agent de cou- 

pure. Cette "empreinte digitale" de la protéine 

("fingerprint)" a été notamment appliquée à ,-'étude compara- 

tive des hémoglobines, en particulier I.'hémoglobine S 

(INGRAM, 1956, 1957, 1958), par électrochromatographie des 

peptides trypsiques de la globine . 

1. LA METHODE DE CLEVELAND et al. (1977) t CARTE DE DIGESTION 

ENZYMATIQUE LIMITEE D'UNE PROTEINE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE 

UNIDIMENSIONNEL EN MILIEU SDS 

L'électrophorèse sur gel de polyacrylamicle contenant du 

SDS (PAGE-SDS), (SHAPIRO et al., 1967), représente un outil 

efficace pour séparer des chaînes polypeptidiques à partir 

d'échantillons biologiques complexes. Toutefois, il arrive 

souvent que le seul critère de mobilité électrophorétique ne 

suffise pas 3 établir une corrélation entre deux ou plusieurs 

protéines. Cela est vrai, par exemple, si des protéines 

fortement apparentées diffèrent dans leur mobilité par suite 

de légères modifications chimiques, si des peptides de 

tailles différentes sont apparentés par un lien 

précurseur-produit ou si des protéines appareritées diffèrent 

dans leur mobilité par suite d'une protéolyse survenue Pen- 



dant leur préparation. Dans de tels cas, il devient néces- 

saire de soumettre les bandes protéiques individualisées a 

des analyses biochimiques supplémentaires. Dans cette inten- 

tion, des méthodes ont été décrites pour éluer (ou 

électroéluer) des protéines à partir de bandes de gel indivi- 

dualisées, permettant de cette façon leur utilisation dans 

des études de renaturation et d'activité enzymatique (WEBER 

et KUTER, 1971), d' analyses d'acides aminés (KYTE, 1971), de 

cartes peptidiques à deux dimensions, (WEBER et OSBORN, 

1969), ou comme antigénes dans des études immunologiques 

(LAZARIDES et WEBER, 1974). 

En 1977, CLEVELAND e t  a i .  développent une mtithode rapide 

et facile pour établir des cartes peptidiques de protéines. 

Particulièrement applicable à l'analyse de protéines qui ont 

été isolées a partir de gels contenant du SDS, cette techni- 

que implique une protéolyse enzymatique partielle en présence 

de SDS et l'analyse des produits de digestion par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide. Le profil des frag- 

ments peptidiques obtenu est reproductible et caractéristique 

du substrat protéique et de l'enzyme protéolyt.ique. 

1.1. Avantages de la methode de CLEVELAND 

Dans la carte peptidique électrophorétique convention- 

nelle, la résolution est obtenue par l'utilisation d'un sys- 



tème à deux dimensions (WEBER et OSBORN, 1969). La méthode de 

CLEVELAND présente un pouvoir résolutif compa~:able, mais dans 

un système une dimension, en utilisant plusieurs protéases 

de spécificités différentes. La résolution peut être 

améliorée, si nécessaire, par une protéolyse ultérieure des 

fragments peptidiques isolés grâce à un enzyme supplémen- 

taire. 11 est ainsi possible de comparer deux substrats dif- 

férents au moyen de leurs cartes peptidiques. 

De plus, les profils de digestion sont rc?productibles et 

ne sont pas affectés par la manière dont est préparé le 

substrat protéique. 

Depuis sa parution, la méthode de CLEVELAND est largement 

utilisée pour établir l'existence d'homologies structurales 

entre plusieurs protéines (BORDIER et CRETTOL-J~VIDEN, 

1979 ; LAM et KASPER, 1979, 1980 a ; BARSH et BYERS, 1981 ; 

LOMPRE et al., 1984 ; SHAW et al., 1984). La grande 

flexibilité dans le choix de l'enzyme protéolytique élargit 

le champ d'application de la méthode. Plusieurs enzymes de 

spécificités différentes ont été testés par les auteurs de la 

méthode : la chymotrypsine, la papaïne, la subtilisine, les 

protéases de S. aureus et de S. ariseus, la f icine et 

l'élastase. 

Les échantillons à analyser peuvent être préparés par des 

techniques de purification classique (chromatographie 

d'échange d'ions, de gel filtration, d'affinité, etc . . .)  ou2 

par électroélution des bandes de protéines h partir de gels 



d'acrylamide préparatifs (MENDEL-HARTVIG, 198:! ; ST&FORS et 

BELFRAGE, 1983). La manière la plus pratique reste quand même 

d'analyser la bande protéique directement dans le morceau de 

gel, sans élution préalable, par application directe du 

morceau de gel sur un gel de résolution que l'on recouvre en- 

suite avec l'enzyme protéolytique. Le profil de digestion des 

fragments peptidiques générés est identique quelque soit la 

méthode de préparation de l'échantillon . 5 à 10 pg seulement 

de protéine sont nécessaires pour générer un profil de diges- 

tion détectable par coloration au Bleu de Coomassie. Cette 

quantité peut être encore diminuée par l'utilisation de 

substrats protéiques radioactifs. Cela nécessite, d'une part, 

une activite spécifique suffisamment élevée pour permettre 

l'analyse ultérieure des profils de digestion par 

autoradiographie (FAIRBANKS et  a l . ,  1965) ou par 

fluorographie (BONNER et LASKEY, 1974) ; et d'autre part, que 

tous les fragments d'hydrolyse soient radioact:ifs, sous peine 

d'échapper à la détection. 

La méthode de CLEVELAND est souple et simple à utiliser. 

Plusieurs profils peuvent être obtenus en quelques heures et 

réalisés sur le même gel , permettant ainsi facilement des 

comparaisons sans ambiguité. Aucun équipemc:nt sophistiqué 

n'est requis excepté un appareil d'électrophorèse sur gels en 

plaques. En outre, les protéases utilisées sont disponibles 

dans le commerce et à un moindre coût. 



TAKEDA et CONE, 1984, ont amélioré la méthode de 

CLEVELAND en utilisant l'analyse en 2 dimensi-ons, applicable 

a des quantités inférieures à 0,5 pg de protéine. Ces auteurs 

utilisent des protéines radioiodées qui sont digérées 

enzymatiquement en présence de 0,1% de SDS et d'un excès de 

sérum albumine bovine froide (0,2 mg/ml) de manière à obtenir 

une bonne reproductibilité en maintenant constante la concen- 

tration en substrat quelque soit l'échantillon. 

Cependant, plusieurs problèmes liés à la méthode de 

CLEVELAND limitent son application : 

1) pour obtenir un profil de digestion visible par le 

Bleu de Coomassie, les auteurs recommandent que chaque mor- 

ceau de gel contienne au minimum 5 à 10 pg de protéine puri- 

fiée. Il arrive souvent qu'une telle quantité de protéine 

soit difficile à obtenir , surtout si le morceau de gel est 

une pastille découpée Ci partir d'un profil complexe dans un 

gel à 2 dimensions. Pour éviter ce problème, les auteurs sug- 

gèrent de réaliser une autoradiographie ou une fluorographie 

de peptides, ce qui permettra de diminuer la quantité de ma- 

tériel de départ. Mais obtenir des protéines radioactives 

n'est pas toujours aisé, particulièrement loi-sque l'on tra- 



vaille sur des biopsies humaines. Même si le marquage ra- 

dioactif et l'autoradiographie ou la fluorographie ultérieure 

sont réalisables, le procédé consomme de ,-'argent et du 

temps. 

2) De nombreuses techniques de coloration à l'argent des 

protéines sur les PAGE-SDS ont été publiées quelques années 

après la parution de la méthode de CLEVELAND (SWITZER etal., 

1979 ; MERRIL et a l . ,  1980, 1981 ; OAKLEY et ; i l . ,  1980 ; 

POEHLING et NEUHOFF, 1981 ; SAMMONS et al., 19 81 ; WRAY & 

ai., 1981). La plupart d'entre elles possèdent un seuil de 

détection inférieur à 0,5 ng de protéine/mm2 de gel (OCHS 3 

al., 1981). Mais la sensibilité de la coloration à l'argent 

provoque des difficultés d'interprétation des cartes 

peptidiques préparées selon le protocole de C1,EVELAND : cela 

s'explique par la présence de protéines contaminantes dans 

les préparations enzymatiques obtenues dans le commerce. 

3) Un autre problème rencontré pendant I.'hydrolyse des 

protéines dans les morceaux de gel, et qui est lié à la mé- 

thode de CLEVELAND concerne le fait suivant : étant donné que 

la digestion enzymatique s'effectue dans le gel de concentra- 

tion et que le courant est ensuite coupé pendant 30 minutes, 

les petits fragments peptidiques peuvent diffuser à travers 

les mailles du gel de concentration très poreux avant leur 

séparation. Ce phénomène est détecté par autoradiographie 

(LISCHWE et OCHS, 1982). 



4) Enfin, déterminer les conditions appropriées de diges- 

tion, (quantité d'enzyme utilisé et temps d'incubation) com- 

plique le protocole de CLEVELAND. Les résultats obtenus par 

ces auteurs montrent que la quantité d'enzyme nécessaire pour 

obtenir une carte peptidique interprétable peut varier d'un 

facteur 10 en fonction du substrat. Ainsi, cles enzymes dif- 

férents sont requis à des concentrations diffdirentes, même si 

le substrat reste identique. Finalement, le profil de diges- 

tion n'est pas d'une stabilité absolue pour des périodes de 

temps aussi courtes que 20 minutes, si bien que certaines 

bandes seront perdues et d'autres générées. L'expérience 

pratique a montré qu'il est habituellement néc:essaire de tes- 

ter plusieurs concentrations pour chaque combinaison 

enzyme-protéine de manière à obtenir une carte peptidique sa- 

tisfaisante. Mais encore faut-il disposer suffisamment de 

substrat protéique purifié de manière à pouvoir tester toutes 

ces variables ! 

Nous allons voir dans le chapitre suivant que l'emploi de 

réactifs chimiques qui clivent les liaisons peptidiques adja- 

centes des résidus particuliers offrent une alternative aux 

inconvénients provoqués par l'utilisation des enzymes 

protéolytiques préconisés dans la méthode de CLEVELAND. 



2. COUPURES CHIMIQUES ET CARTES PEPTIDIQUES 

2.1. Introduction 

Les liaisons méthionyl et tryptophyl sont peu fréquentes 

dans les protéines. Elles constituent par coriséquent des si- 

tes de clivage intéressants. Pour la mênie raison, les 

liaisons peptidiques du type Asp-Pro, Asn-Gly et X-Cys font 

également l'objet d'un intérêt certain pour l'élaboration des 

cartes peptidiques. 

2.2.1. Coupure chimique des liaisons m6thionyl. 
(Met-X) par le bromure de cyanogbne 

* m6canieme d'action 
L'atome de soufre de la chaîne latérale de la méthionine, 

situé en position 6, présente une très grande réactivité en 

raison de l'existence de 2 doublets électroniques libres. 

I 
I' CHn 

I 
P CHa 
al 

-NH-CH-CO- résidu méthionyl 



En 1961, GROSS et WITKOP, mettent au poirit une technique 

de clivage spécifique des liaisons méthionyl par le bromure 

de cyanogène, qu'ils expérimentent avec succès sur la 

ribonucléase pancréatique de boeuf. Cette coupure hautement 

spécifique a depuis trouvé de nombreuses et importantes ap- 

plications à l'étude structurale de toute une variété 

d'autres protéines de masses moléculaires diverses, depuis un 

peptide de 2000 kDa comme la gastrine (GREGORY etal., 1964), 

jusqu'h une protéine de 660 000 kDa comme la thyroglobuline 

(NISSLEY et al., 1969). 

Les liaisons méthionyl des peptides ou des protéines sont 

clivées par le bromure de cyanogéne, à température ambiante, 

dans l'acide chlorhydrique 0,l Nt dans l'acide formique en 

solution aqueuse à 70% ou dans l'acide trifliioroacétique en 

solution aqueuse à 70% . Le mécanisme réactionnel est repré- 

senté figure 1A. D'après GROSS et WITKOP (1962), il se forme 

initialement un bromure de cyanosulfonium qui, en milieu 

acide, se scinde en méthylthiocyanate et en bromhydrate 

d'iminolactone d'homosérine. Celui-ci se décompose spontané- 

ment en libérant d'un côté la lactone de l'homosérine et de 

l'autre un fragment peptidique ayant en position N-terminale 

l'acide aminé dont la fonction a-NHo était primitivement unie 

à la fonction a-COOH de la méthionine. 



Figure 1 t Mdcanisme d'action du bromure de cyanogbne. 
A : Coupure chimique des liaisons mét:hionyl par le 
bromure de cyanogène, selon GROSS et WSTKOP, 1962 
B Mécanisme de formation des liaisons 
intramoléculaires entre iminolactone el; hydroxyle des 
résidus de thréonine (ou sérine) au cours de la cou- 
pure chimique des liaisons Met-Thr (ou Met-Ser) par le 
bromure de cyanogène (SCHROEDER et a l .  , 3.96 9 ) . 



La transformation de la méthionine en la lactone de 

l'homosérine est quantitative (92 à 95%) (HOFEIAN, 1964). Les 

résidus d'homosérine lactone sont interconvertibles en 

homosérine; l'homosérine peut être libérée par action de la 

carboxypeptidase A et dosée sur un analyseur d'acide aminé 

(AMBLER, 1965). L'intérêt du clivage par le bromure de 

cyanogène réside dans les points suivants: 

(1) le bromure de cyanogène est volatil et peut être uti- 

lisé en excès. 

(2) le milieu acide et le méthylthiocyanate, seul produit 

de réaction secondaire, sont facilement éliminés par 

lyophilisation ; les peptides obtenus après clivage par le 

BrCN sont solubles dans la plupart des cas et, après 

purification, peuvent être directement séquencés par la mé- 

thode de dégradation drEDMAN (1950). 

Le milieu acide permet : 

(1) aux groupements E-NHz et aux autres groupements 

basiques d'être sous forme protonée et ainsi protégés d'une 

réaction avec le BrCN; 

(2) les protéines, ou éventuellement les peptides, qui ne 

réagissent pas avec le BrCN a pH 2-4, se "déroulent" en per- 

dant leur structure secondaire dans l'acide formique à 70%, 

exposant ainsi complètement les résidus méthionyl l'action 

du BrCN. 



- Cas particulier des liaisone Met-Ser et Met-Thr 

Dans le cas où la liaison méthionyl est suivie d'un ré- 

sidu séryl ou thréonyl, la coupure est incomplète et le ren- 

dement trés faible (NARITA et TITANI, 1968 ; CUNNIGHAM 

al., 1968 ; TANIUCHI et ANFINSEN, 1966). SCHROEDER et  al. 

(1969) ont suggéré que les fonctions hydroxyles en P de la 

sérine et de la thréonine interviennent dans la réaction 

(Figure 1B). 

Dans ce cas particulier, l'iminolactone intermédiaire est 

attaquée par le groupement hydroxyle voisin du résidu 

thréonyl ( OU séryl ) et produit un peptide 

homoséryl-0-thréonyl. La neutralisation du mélange 

réactionnel aboutit à une migration O ---> N créant une si- 

tuation où tous les résidus méthionyl sont corivertis en rési- 

dus homoséryl sans rupture de la liaison peptidique. 

SCHROEDER et  al., 1969, ont amélioré le faible rendement 

de clivage des liaisons Met-Thr de la catalase en modifiant 

les conditions de la réaction. Un clivage plus complet se 

produit avec l'acide trifluoroacétique dilué à 70 % plutôt 

qu'avec l'acide formique dilué B 70 % (le taux plus lent de 

réaction avec l'acide trifluoroacétique étant compensé par 

une augmentation de la concentration en réactifs). Selon ces 

auteurs, l'utilisation de l'acide trifluoroacétique comme 

solvant est probablement avantageuse, seulement si une 

liaison Met-Thr ou Met-Ser doit être coupés. La réaction 



intramoléculaire potentielle du groupe hydroxyle (du résidu 

Ser ou Thr) avec l'iminolactone peut être évitée en augmen- 

tant la protonation du groupe hydroxyle et de l'iminolactone. 

L'acidité plus importante de l'acide trif1uol:oacétique peut 

provoquer cet effet. 

Par ailleurs, HAN et al., 1972, ont mis au point un pro- 

tocole en milieu acide formique dilué 70 % qui permet le 

clivage par le bromure de cyanogène des liaisons Met-Thr et 

Met-Ser. Suite à une modification des conditions normales de 

clivage (solvant - température - concentration en BrCN par 

rapport au nombre de résidus Met de la prot(Sine), ils ont 

réussi à couper la liaison Met-Ser (131-132) de la myoglobine 

du coeur de mouton avec un rendement de 80 % . 
Toutefois, BLUMENTHAL et KEM, 1983, constatent après cli- 

vage par le bromure de cyanogène de la cytolysine III 

(Stoichactis helianthus) en milieu acide formique à 70 % 

température ambiante, l'absence de coupure de la liaison 

Met-Ser (70-71), alors que la liaison Met-Thr (139-140) n'est 

que partiellement rompue (11 % de rendement). 

* Protocolee experimentaux 

La réaction de fragmentation des protéines par le bromure 

de cyanogène dans le but d'établir des cartes peptidiques 

électrophorétiques a d'abord été appliquée par NIKODEM et 

FRESCO, 1979, puis par d'autres auteurs, tels que BORDIER et 



CRETTOL-J~VINEN, 1979 ; LAM et KASPER, 1979, 1980 ; 

LONSDALE-ECCLES et al., 1981 ; BARSH et BYERS, 1981 ; ZINGDE 

et  al., 1986 ; SCOTT e t  al., 1988. 

Nous détaillerons ci-dessous deux protocol-es de clivage 

qui offrent l'avantage d'éviter certains problèmes rencontrés 

dans la méthodologie classique. 

a) clivage "indirect" par des vapeurs acides de 
bromure de cyanoghne, selon ZINCIDE et  a l . ,  1986 

Cette méthodologie, où le contact direct entre le BrCN et 

la protéine contenue dans les morceaux de gel est éliminé, 

possède plusieurs avantages par rapport à la technique clas- 

sique de coupure chimique, où la protéine "baigne" dans le 

r6actif en solution : 

1) après réaction , les morceaux de gel sont rapidement 

débarrassés du réactif et du solvant 

2) les protéines acido-labiles ne subissent pas de cliva- 

ges acides non spécifiques 

3) contrairement la méthode de coupure c:lassique, ici, 

l'étape d'équilibration des morceaux de gel avant coupure est 

supprimée. Cela évite toute perte de matériel par diffusion, 

notamment lorsque l'on désire obtenir des cartes 

électrophorétiques de petites protéines ( <  50 kDa) 

4) les conditions douces de cette méthode donnent généra- 

lement des peptides de taille importante. Ainsi, les risques 



de perte de petits peptides par diffusion penclant les étapes 

électrophorétiques sont-ils réduits. 

5 )  enfin, cette technique, combinée à la technique de 

SWANK et MUNKRES (1971) connue pour son bon pouvoir 

séparateur sur les petits peptides, peut doriner des cartes 

peptidiques intéressantes sur ces derniers. 

b) clivage in s i tu  selon SCOTT et al. , 1988 

Ces auteurs développent une méthodologie permettant le 

clivage au bromure de cyanogène insitude quantités de pro- 

téines de l'ordre du microgramme. Dans ce but, ces protéines 

sont soumises à un PAGE-SDS puis "électrotransférées" sur un 

support hydrophile de polyvinyldif litorure ( PVDF ) 

(MATSUIDARA, 1987). En effet, contrairement à la 

nitrocellulose, la membrane de PVDF résiste aux conditions 

drastiques utilisées à la fois pendant la coupure par le bro- 

mure de cyanogène et la dégradation d1EDMAN (1950). Après co- 

loration au Rouge Ponceau, la membrane est incubée en pré- 

sence de BrCN dissous dans une solution aqueuse d'acide 

formique à 70 % (v/v) pendant une nuit à 20°C, à l'obscurité, 

Les fragments produits sont élués de la membrane (SZEWCZYK et 

SUMMERS, 1988), séparés ensuite par PAGE-SDS et enfin trans- 

férés à nouveau sur PVDF pour leur microséquericage automati- 

que en phase gazeuse. 



Cette approche pourrait en outre être appliquée à 

d'autres méthodes de coupure chimique spécifiques, telle que 

la coupure chimique des liaisons Tryptophyl. 

2 . 2 . 2 .  Coupure chimique des liaisons tryptophyl (Trp-X) 

Les nombreux réactifs proposés pour rompre les chaînes 

polypeptidiques au niveau des liaisons tryptophyl impliquent 

la bromation, la chloration ou l'iodation oxyclatives du noyau 

indole du Tryptophane. 

Le BNPS-skatole et la N-chlorosuccinimicle représentent 

les seuls réactifs spécifiques des liaisons Trp-X utilisés 

jusqu18 présent pour obtenir des cartes de cligestions par- 

tielles de protéines. Nous nous limiterons donc à leur seule 

description , bien qu'il existe d'autres réactifs spécifiques 
des liaisons Trp-X produisant également des rendements de 

coupures élevés : l'acide ortho-iodosobeneoïque (O-IBA) 

(MAHONEY et HERMODSON, 1979 ; MAHONEY et  a l . ,  1981), de for- 

tes concentrations de bromure de cyanogène en milieu acide 

heptafluorobutyrique anhydre (BrCN/HFBA) (OZOLS et GERARD, 

1977), et le mélange diméthylsulfoxide/acic~e bromhydrique 

(DMSO/HBr) (SAVIGE et FONTANA, 1977) 



A. Clivage des liaisons Trp-X par le BNPS-skntole 

Le NPS-skatole ou 2-(2'-nitrophénylsulfényl) 

-3-méthyl-indole, par traitement avec un équlvalent de NBS 

(N-bromosuccinimide) dans l'acide acétique: en solution 

aqueuse B 80 % donne un composé cristallisé bromant : le 

BNPS-skatole ou 2-(2'-nitroph6nylsulfenyl)-3-n~~thyl-3'-bromo 

indolenine dont la structure est présentée ci--dessous : 

Le BNPS-skatole est un agent oxydant et bramant plus doux 

que la N-bromosuccinimide (NBS) et donc plus spécifique pour 

le clivage des résidus tryptophyl (FONTANA, 1972). L'analogie 

de structure qu'il présente avec le Tryptophane oriente 

préférentiellement la coupure vers cet acide aminé. Un excès 

de BNPS-skatole en milieu aqueux aboutit au clivage de la 

liaison Trp-X. Le mécanisme réactionnel de cl-ivage est simi- 

laire celui proposé par PATCHORNIK e t a l .  (1960) pour la 

NBS ( Figure 2 ) . 
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Figure 2 r MBcanisme d'action du BNPS-skatole sur 
les liaisons tryptophyl (KAMP, 1986) 



Quelques précautions sont à prendre lorsque l'on effectue 

cette coupure chimique : les groupements thiols doivent être 

protégés (de manière réversible) comme pour les autres modi- 

fications et coupures oxydatives. La Méthionine est conver- 

tie en Méthionine sulfoxide (MetSO) ; il suffit de l'incuber 

en présence d'une solution aqueuse de 2-mercaptoéthanol à 15% 

pendant 72 heures à 30°C pour la reconvertir en Méthionine.La 

protéine pourra ultérieurement être coupée pal: le bromure de 

cyanogène. 

Les réactions des chaînes latérales telle que 

l'oxydation des résidus tyrosyl et histidyl peuvent être évi- 

tées par l'addition d'un compétiteur tels que la L-Tyrosine 

exogène (FONTANA, 1972 ; EYLAR et al., 1974) ou le phénol 

aqueux (p/v) (FONTANA et al., 1973 ; HUNZIKER et iA, 1980). 

Les rendements de coupure peuvent atteindre 95 % (EYLAR 

et  al., 1974 ; DEBUIRE et al., 1977 ; HUNZIKER et al., 1980) 



B. Clivage des liaisons Trp-X par le réactif 

N-chlorosuccinimide/ur4e (NCS/ur6e) 

O 
\\ 

/ C 0 C H 2  
CI- N 1 

'C -CH2 
o', 

La N-chlorosuccinimide (NCS), dont la sti:ucture est re- 

présentée ci-dessus, a été utilisée pour couper sélectivement 

les liaisons tryptophyl dans les protéines (LTSCHWE et SUNG, 

1977). Son mécanisme d'action est similaire :i celui proposé 

pour la NBS (Figure 3) par PATCHORNIK et a l . ,  1960. LISCHWE 

et SUNG (1977) obtiennent ainsi des cartes pc:ptidiques par- 

tielles de protéines en solution. En 1982, IIISCHWE et OCHS 

appliquent cette technique au "peptide mappirig" partiel en 

utilisant le réactif NCS/urée et la coloration à l'argent 

dans un système PAGE-SDS. 

La réaction avec la NCS est si spécifique? (SHECHTER g 

al., 1976 ; LISCHWE et SUNG, 1977) et si stable que de bons 

résultats peuvent être obtenus en une seule digestion dans la 

plupart des cas. 

L'avantage de ce protocole sur celui proposé par DETKE et 

KELLER, 1982, réside dans sa rapidité puisque seulement 30 

minutes de réaction suffisent à digérer la protéine au lieu 

des 48 heures requises pour la coupure par le BNPS-skatole. 



Figure 3 t M6canisme d'action de la N-bromoeuc:cinimide (NBS) 
sur les liaisons tryptophyl (PATCIIORNIK et al., 
1960). 



2.2.3. Coupure chimique des liaisons cysteine (X-Cye) 
par l'acide 2-nitro-5-thiocyanobenzoïque (NTCB) 

En 1974, DEGANI et PATCHORNIK rapportent que les résidus 

cystéinyl sont convertis en résidus S-cyariocystéinyl (ou 

P-thiocyanoalanine) par réaction avec 1 'acide 

2-nitro-5-cyanobenzoïque à pH 8,O. La S-cyariocystéinyl pro- 

téine est incubée à pH 9,O pour permettre le clivage de la 

liaison peptidique. La figure 4 illustre le mécanisme 

réactionnel. Il y a libération du groupe a-c:arboxylique du 

résidu précédent et formation d'un résidu amino-terminal 

2-iminothiazolidine-4-carboxyl cyclisé à partir du résidu 

S-cyanocystéine. 

Le composé cyclisé peut être éliminé par iin excès de Nic- 

kel de Raney (STARK, 1977), et permettre airisi au peptide 

libéré de subir la méthode de dégradation cltEDMAN (1950). 

Néanmoins, les conditions proposées par STARK provoquent des 

coupures secondaires. Des fragmentations ultérieures, 

protéasiques ou chimiques, seront nécessaires pour déterminer 

la séquence de ces peptides bloqués. 

GEISLER et WEBER, 1981 ; GEISLER et a l . ,  1982, ont ainsi 

clivé successivement, par le NTCB (d'après JACOBSON et a l . ,  

1973) puis le BNPS-skatole, plusieurs protéines des Filaments 

Intermédiaires. Ils ont établi des parentés chimiques entre 

ces protéines en établissant des cartes électrophorétiques 

sur gel de polyacrylamide en milieu SDS. 
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Figure 4 r MBcanisme dtaction du NTCB sur les liaisons 
Cysteine (DEGANI & PATCHORNIK, 1974). 

-Aspartic acid 

Figure 5 1 Hydrolyse des liaisons Aspartyl-Proline en 
milieu acide, selon PISZKIEWICZ e t a l . ,  - 1970. 



2 . 2 . 4 .  Coupure chimique de8 liaieona Aepartyl-Proline 

Les liaisons peptidiques Asp-Pro srhydrolysent dans des 

conditions de pH acide (2-2,5), conditions pour lesquelles 

les autres liaisons du type Asp-X (X différent de Pro) res- 

tent stables. PISZKIEWICZ e t a l . ,  1970, ont proposé un méca- 

nisme d'hydrolyse préférentielle (figure 5 page 32) : il se 

formerait une imide cyclique intermédiaire de l'acide 

aspartique par suite de la catalyse intramol.éculaire du dé- 

placement de l'anion carboxylate par l'azote proton6 de la 

liaison peptidique. 

D'autre part, la basicité élevée de l'azote a-aminé se- 

condaire de la proline (pKb = 10,6) confère à la liaison 

Asp-Pro une labilité nettement supérieure 1.a labilité des 

autres liaisons aspartyl (les pKb des fonct;ions a-aminées 

primaires des autres acides aminés s'échelonnent entre 9,l et 

9,7 (MIYAMOTO et SCHMIDT, 1931). 

L'imide cyclique formée entre le résidu aspartyl et le 

résidu prolyl serait plus fortement ionisée et susceptible de 

libérer à l'hydrolyse une fonction aminée de la Proline plus 

ionisable. 

La fréquence des liaisons Asp-Pro a été estimée à partir 

du taux moyen de résidus Asp et Pro contenus dans une 

protéine et à partir de l'étude structurale de 50 protéines 

non homologues choisies au hasard. Les deux procédés donnent 



le même taux de fréquence moyen : 1 liaison Asp-Pro pour 400 

résidus d'acides aminés. A cause de leur rareté, leur 

hydrolyse sélective produira généralement de grands peptides 

applicables à une étude en PAGE/SDS. 

2 . 2 . 5 .  Coupure chimique des liaisons AsparagFnyl-Glycocolle 
par lfhydroxylamine 

Les travaux simultanés de BUTLER et de BORNSTEIN en 1969, 

sur les chaînes de collagène ont montré la grande sensibilité 

des liaisons Asparaginyl-Glycocolle (Asn-Gly) à l'action de 

l'hydroxylamine. Le mécanisme réactionnel proposé par 

BORNSTEIN, 1970, et BORNSTEIN et BALIAN, 1977, est représenté 

Figure 6. Il se forme initialement une imide cyclique 

(anhydro-aspartyl-glycyl) à partir des séqiiences Asn-Gly, 

puis l'imide est clivée par l'hydroxylamine pour libérer un 

nouveau fragment à Glycocolle N-terminal. BORNSTEIN et 

BALIAN, 1977, ont montré que les groupements a- et j3-carboxyl 

de l'acide Aspartique étaient tous les deux inipliqués dans la 

formation de la liaison Aspartyl-hydroxamate. Le rendement 

de clivage des liaisons Asn-Gly avoisine 70% . 
Son application à l'étude des protéines par carte 

électrophorétique sur gel de polyacrylamide en milieu SDS a 

d'abord été rapportée par LAM et KASPER (1980) puis par SARIS 

e t  a i .  (1983). Le protocole proposé par ces derniers auteurs - 
possède l'avantage de procéder à partir de la protéine 
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Figure 6 1 Mécanisme d'action de lthydroxylamj.ne sur les 
liaisons asparaginyl-glycocolle (BORNSTEIN, 1970). 



enfouie dans un morceau de gel préparatif et d'éviter ainsi 

toute perte de fragments peptidiques après la coupure chimi- 

que, aboutissant ainsi à l'obtention d'un fort rendement de 

clivage. 

3 .  CONCLUSION 

Parmi les méthodologies présentées dans ce chapître, 

celle préconisée par SCOTT et al. (1988) semble la plus inté- 

ressante : la coupure chimique i n  s i tu  de protéines 

électrotransférées sur membrane de PVDF. En effet, elle per- 

met non seulement d'établir des cartes peptidiques mais aussi 

la séparation de fragments destinés directement au 

séquençage, par une approche relativement siniple et peu coû- 

teuse : le PAGE-SDS et l'électrotransfert. Elle fournit un 

moyen simple pour déterminer la structure primaire interne de 

très grandes protéines, disponibles en très faibles quanti- 

tés. L'avantage sur l'hydrolyse enzymatique est la production 

d'une quantité réduite de fragments et la capacité à prévoir 

la séquence intéressante lorsque les résidus méthionyl (ou 

tryptophyl) sont conservés au sein d'une famille de protéines 

homologues. La détermination de la séquence en acides aminés 

interne d'une protéine est nécessaire lorsque celle-ci pos- 

séde un résidu d'acide aminé N-terminal bloquG ou lorsque les 

informations sur la région N-terminale fourriissent peu de 



discrimination entre les membres d'une famille de protéines 

possédant une forte homologie dans la région N-terminale. 

En modifiant la méthode décrite par CLEVELAND et a i .  

(1977), et en la combinant avec des méthodes de coupures 

chimiques des protéines, on obtient alors des outils très 

précieux pour l'analyse d'homologies de séquence entre pro- 

téines. 

L'application a l'échelle préparative de 1.a coupure chi- 

mique d'une protéine, suivie par l'établissenient de sa carte 

peptidique électrophorétique permet de produire des 

polypeptides, dont l'utilisation en tant qu'antigènes permet- 

tra d'obtenir des anticorps dirigés spécifiquement contre des 

séquences bien précises de la protéine. 

Une partie de nos travaux a porté sur l'étude structurale 

des neurofilaments de Mammifères. Ceux-ci sont constitués de 

trois protéines plus ou moins apparentées. La production 

d'anticorps contre des régions précises de ces protéines peut 

fournir des outils intéressants dans le but de mieux compren- 

dre le rôle de ces dernières dans les différents aspects de 

la physiologie du neurofilament. 

C'est dans cet objectif que nous avons préparé des anti- 

corps contre 2 polypeptides au BrCN isolés des cartes 

peptidiques de ces protéines. 



Les neurofilaments (NF), spécifiques desi neurones, ap- 

partiennent a la famille des Filaments Interniédiaires (FI). 

Ceux-ci suscitent un intérêt de plus en plus vif de la part 

des Biologistes Cellulaires et Moléculaires depuis une di- 

zaine d'années. Les Biochimistes et les Biophysiciens cher- 

chent a résoudre la structure de cette clasfie complexe et 

unique de protéines fibreuses. Les Biologistes Moléculaires 

s'intéressent à la manière dont les différents gènes des pro- 

téines FI sont régulés pendant le développement et la 

différenciation. Quant aux Biologistes Cellulaires, ils es- 

sayent de comprendre la relation existant entre l'expression 

des génes FI dans les cellules spécialisées e t  l'organisation 

dynamique et les fonctions des FI dans les cel.lules. 

C'est pourquoi nous avons préféré axé la revue générale 

sur les FI plutôt que la limiter aux NF. 



CHAPITRE II 

LES FILAMENTS INTERMEDIAIRES 



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 (SCHLIWA, 1986). 

Les deux principaux types de filaments composant le 

cytosquelette sont les Microtubulee (MT) et les 

Microfilaments (MF), tous deux constitués de protéines 

polymérisées et dont les sous-unités (tubuline et actine res- 

pectivement) peuvent s'associer et se dissocier rapidement. 

La troisième classe de filaments, les FiLamente Intermé- 

diaires (FI), est composée de sous-unités folmant des struc- 

tures beaucoup plus stables. 

Contrairement aux MF et aux MT, les FI sont exprimés avec 

une spécificitd tissulaire et semblent jouer un rôle structu- 

rant et mécanique dans l'organisation des tissus différen- 

ciés. 

1. LES FILAMENTS INTERMEDIAIRES 

1.1. DISTRIBUTION DES FI 

Le terme "Filaments Intermédiaires" (ou Filaments de 10 

nm) a été donné de manière B les distinguer des MF et des MT, 

lesquels possèdent respectivement un diamètre plus petit (5 



nm) ou plus grand (25 nm) lorsqu'on les observe au microscope 

électronique. 

Les FI ont été divisés pendant longtemps en 5 

sous-classes, en fonction de leur 1ocalisat;ion tissulaire 

dans les cellules différenciées de Vertébrés (LAZARIDES, 

1980, 1982) (Tableau 1). Mais des études récerites, basées sur 

les analyses de séquences, indiquent que ces sous-classes 

doivent être définies plutôt en fonction du type de séquence: 

les types 1 A IV (STEINERT et al., 1985 ; STEINERT et PARRY, 

1985 ; PARRY et FRASER, 1985 ; OSBORN et WEBER, 1986 ; FRASER 

et al., 1987 ; STEINERT et ROOP, 1988) (Tableau 1) : 

- 15 keratines acidea différentes exprimées dans les 

épithélia (44-60 kDa) sont du type 1 

- 15 keratines baaiquee-neutres exprimées dans les 

épithélia (50-70 kDa) sont du type II 

- la vimentine (54 kDa) exprimée dans les cellules 

mésenchymateuses et les cellules en culture, la desmine (53 

kDa) exprimée dans les cellules musculaires et la GFAP (Glial 

Fibrillar Acid Protein) (51 kDa) exprimée daris les cellules 

gliales et les astrocytes sont du type III 

- les 3 protéines des Neurofilamente (NF) exprimées dans 

les neurones, NF-L (68 kDa), NF-M (145 kDa), NF-H (200 kDa), 

sont du type IV 

La peripherine (58 kDa), localisée dans les neurones 

périphériques (PORTIER et al. , 1984 ; PARYSEK et GOLDMAN, 

1987), appartiendrait au type IV d'aprgs STEINERT et ROOP 



TABLEAU 1 
LES DIFFERENTES SOUS-UNITES PROTEIQUES DES FILAMENTS 

INTERMEDUIRES CHEZ LES VERTEBRES ET LEUR ORIGINE CEL1,ULAIRE 
(STEINERT et ROOP, 1988 ; BLOEMENDAL et PIEPER, 1989) 

1 Type cellulaire Protdine FI Nombre de Type MM (kDa 
chainee 

CYTOPLASME 

epithelia kdratinee acides 3 5  
kdratinee baeiquee -15 

cellules en culture vimentine 
et cellules mesen- 
chymateuses 

cellules musculaires deemine 

cellules gliales et GFAP (Glial 
astrocytes Fibrillar 

Acidic Protein) 

Neurofilamente I 

NF-L 
NF-M 
NF-H 

III 

III 

III 

NOYAU 

cellules nuclees lamines : 
lamine A 
lamine B 
lamine C 

a : les axones de certains Arthropodes ne contiennent pas de HF 
(LASEK w, 1985). 



(1988) mais LEONARD et (1988) et ALETTA et al. (1989) 

préfèrent la classer dans le type III. 

Ces 4 types de séquence forment des structures 

filamenteuses cytoplasmiques de diamètre 10-15 ~ l - l l  t 

classiquement connues sous le nom de Filaments de Taille In- 

termédiaire (FI) et dont l'apparence est identique en 

microscopie électronique. 

Sont venues récemment s'ajouter à cette famille, des pro- 

téines cette fois-ci à localisation nucléaire, les lamines, 

qui forment le complexe de la lamine nucléaire ou 

caryosquelette à la surface interne de la membrane nucléaire 

des cellules eucaryotes (GERACE, 1986 ; AEBI et al., 1986 ; 

FRANKE, 1987). Les lamines ne forment pas des structures 

cytoplasmiques de 10 nm, mais plutôt un treillis de mailles 

tétragonal composé de fibres d'environ 10 nm de diamètre dans 

les cellules en interphase in vivo (AEBI etal., 1986 ) et 

en ordre paracristallin in vitro ( ZACKROFF et a l . ,  1984 ; 

AEBI et al. , 1986 ; GOLDMAN et al., 1986 ; PAkRY et al., 

1987). 

Les lamines sont constituées de 3 protéiries (lamines A, 

B et C) chez les cellules de Vertébrés (SHELTON et al. , 1982; 
FRANKE, 1987 ; GOLDMAN etal., 1986 ) et d'au nioins une pro- 

téine chez les Invertébrés (KROHNE et BENILVENTE, 1986 ; 

KROHNE et al. , 1981). Leurs masses moléculaires sont compri- 

ses entre 60 et 70 kDa. L'analyse de leur séqrience les classe 



dans un type distinct, le type V (Mc KEON etal., 1986 ; 

FISCHER et al., 1986 ; PARRY et al., 1986). 

Les classes et les types de séquence des FI sont tous 

présents chez les Vertébrés primitifs. On en rencontre égale- 

ment dans beaucoup de cellules différenciées cl'Invertébrés et 

de Métazoaires simples (TRAUB, 1985 ; BARTNIK etal., 1986). 

De plus, les FI seraient présents dans les cellules de 

plantes en culture (DAWSON et ai. , 1985), chez la levure 

(SOLL et MITCHELL, 1983) et chez certains champignons (KOURY 

et ECKERT, 1984). Les tektines (3 protéines de 47 a 55 kDa), 

localisées dans l'axonème des flagelles d'eucaryotes, se- 

raient assimilées a des protéines "IF-like" (LINCK et 

LANGEVIN, 1982 ; LINCK et al., 1985 ; LINCK et STEPHENS, 1987 

; CHANG et PIPERNO, 1987). Ces hypothèses reposent uniquement 

sur la reconnaissance immunochimique de ces protéines par 

l'anticorps "universel" anti FI développé par le groupe de 

PRUSS (1981), qui reconnaitrait vraisemblablement un épitope 

commun dans le domaine médian. Une étude plus détaillée, im- 

pliquant l'isolement et le séquençage de ces protéines serait 

nécessaire pour confirmer cette apparentée (homologie de sé- 

quences ) . 



1.2. Structure des FI 

Les séquences en acides aminés partielles ou complgtes 

d'un certain nombre de protéines des FI de Vertébrés sont ac- 

tuellement connues (Revues : PARRY et FRASER, 1985 ; CONWAY 

et PARRY, 1988). 

Le trait caracteristique qui distingue une chaine 

protéique de FI est son domaine central "rodM en baguette de 

310-315 résidus (types 1-IV) ou de 356 résidus (type V). 

Celui-ci est remarquablement conservé dans sa taille, sa 

structure secondaire et, selon un degré plus ou moins grand, 

dans sa séquence. Les chaines des protéines FI diffhrent 

essentiellement par la taille et la séquence cle leurs domai- 

nes N- et C-terminaux. 

1.2.1. Le domaine median 

Le domaine médian a été défini à l'origine comme une lon- 

gue séquence a-hélicoïdale de la desmine, r6sistante à la 

chymotrypsine et dont l'analyse de sa séqiience a établi 

l'existence de deux segments capables de formr?r des liaisons 

interpeptidiques (GEISLER et al., 1982a). 

La Figure 7 présente les traits caractéristiques de ce 

domaine. Il est formé de 4 zones hélicoïdales qui possèdent 

une séquence heptapeptidique de la forme (a-b-c-d-e-f-g ) , où 
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Figure 7 t Organisation en domaines des  filament;^ Intermediaires 
chaque type de chaine FI (1 à V) contient un domaine 
médian entouré par des domaines N- et C-terminaux. 
Dans les types 1 à IV, le domaine mtidian est consti- 
tué de 4 séquences peptidiques a-htilicoïdales (lA, 
lB, 2A, 2B) de taille invariante, que séparent 3 
jonctions (Ll, L12, L2) à structure non-hélicoïdale, 
contrairement aux lamines du type V. Les domaines N- 
et C-terminaux peuvent être divisés an sous-domaines 
d'après la présence de séquences homc~logues (H), va- 
riables (V) et terminales (E), cornmuries aux types 1 à 
IV. 



plus de 75 % des positions aet dsont occupées par des rési- 

dus apolaires, alors que les positions b, c,  e, f et g sont 

souvent des résidus polaires ou chargés. Cette séquence 

heptapeptidique qu'adopte facilement une structure en 

super-hélice ("coiled-coil") (Mc LACHLANI 1978 ; DOOLITTLE 

al., 1978) a été mise en évidence pour la première fois, dans 

le cas des FI, dans les kératines de la lairie (CREWTHER 

al., 1978). Les 4 zones en a-hélice appelées lAI lBI 2A et 

2B sont interrompues par 3 courtes jonctions : 

- L1 joint 1A et 1B pour former le segment 1 
- L2 joint 2A et 2B pour former le segment: 2 
- L12 joint les segments 1 et 2 
Les tailles et les eequences de ces zones a-h6licoSdales 

et de leurs jonctions definiesent les types 1 a V mentionn6s 

plus haut. 

A l'intérieur d'un même type de séquence, les chaines 

protéiques présentent 70 à 95 % d'homologie , alors que les 

chaines appartenant à des types différents; montrent une 

homologie pettement plus faible (30 % ou moi-ns) (PARRY et 

FRASER, 1985 ; CONWAY et PARRY, 1988). 

Les zones a-hélicoïdales des chaines des type 1 à IV pos- 

sèdent une taille invariante. L1, dont la lorigueur et la sé- 

quence varient, est non-hélicoïdal ; L12 folme probablement 

une structure p ; L2 est en a-hélice mais ne comporte pas de 

séquence heptapeptidique. La zone 1B et le segment 2 

possédent respectivement des périodicités de 9/55 et 9,85 ré- 



sidus dans la distribution des résidus chargh-s qui seraient 

impliqués dans la détermination des super-ordi.-es de la struc- 

ture des FI, Les segments 1 et 2 mesurent chacun 22 nm de 

long et le domaine médian entier atteint 47 nni. 

Le domaine médian des lamines du type V diffère léggre- 

ment (PARRY et al., 1986 ; CONWAY et PARRY, 1988). Le premier 

segment comprend 42 acides aminés supplémentaires, suite à 

l'insertion de 6 heptades dans la zone 1B (WEBER, 1986 ; 

PARRY e t  ai., 1986), si bien que ce segment mesure 28 nm de 

long et le domaine entier 53 nm. Des séquenc:es comparables 

aux jonctions sont présentes mais L1 possède une séquence 

heptapeptidique et L12 et L2 sont en a-hélice, Le domaine mé- 

dian des lamines possède ainsi une structure entièrement 

a-hélicoïdale qui le rapproche plus, de ce fait, de la 

tropomyosine (PARRY etal., 1986). Les segments 1 et 2, ainsi 

plus fortement chargés que dans les chaines des types 1 à V I  

contiennent une périodicité significativement différente dans 

la distribution des résidus chargés. 

Néanmoins, tous les types de chaines des FI, y compris 

les lamines, possèdent certains traits communs : 

- ils contiennent tous des séquences fortement conservées 
de 2 à 3 heptapeptides dans le début de la zone 1A et de 4 à 

5 heptapeptides la fin du segment 2 

- ils possédent tous une "cassure" exactement conservée 



au milieu de la zone 2B (Figure 7). 

Pour qu'une chaine protéique soit désoimais assimilée 

aux FI, STEINERT et ROOP (1988) proposent que celle-ci pos- 

sede un domaine médian en baguette "rod" dont la structure 

secondaire et les propriétés soient identiques 21 celles men- 

tionnées ci-dessus. 

1.2.2. Les domaine8 N- et C-terminaux 

Les analyses des séquences N- et C-termiriales (STEINERT 

et  al. , 1985 ; STEINERT et PARRY, 1985 ; COElWAY et PARRY, 

1988) ont permis leur classification en sous-domaines. 

Celle-ci est basée sur l'existence : 

- de séquences de forte homologie (sous-domaines H) 
- de séquences variables ou basées sur le taux de répéti- 

tion exacte ou inexacte de séquences peptidiques 

(sous-domaines V) 

- des séquences terminales fortenient chargées 

(sous-domaines El et E2) (Figure 7). 

En dépit de ces divisions en sous-domaines, les structu- 

res secondaires et en super-ordre de ces ctomaines N- et 

C-terminaux restent mal comprises. La c1arific:ation des fonc- 

tions des FI mériterait une étude structurale détaillée des 

domaines N- et C-terminaux. 



1.3. Assemblage des FI 

Les FI sont formés par l'assemblage de sous-unités 

protéiques monomériques. L'association débute par la forma- 

tion de "coiled-coiledn à partir de 2 monomères par des 

interactions latérales des domaines en baguette. Les forces 

impliquées dans cette réaction sont principalement de nature 

hydrophobe. 

Par opposition avec la plupart des autres FI, les fila- 

ments de keratine sont obligatoirenient composés 

d'hétérodimères (STEINERT et al., 1976 ; HATZFE:LD et FRANKE, 

1985), composés d'une sous-unité de kératine du type 1 et 

d'une autre du type II (Tableau 1). Des homociimères peuvent 

toutefois être obtenus in vitro (QUINLAN et al., 19136) . 

La seconde étape dans l'assemblage du FI c:onsisterait en 

une interaction entre 2 dimères conduisant B un tétramère 

puis un octamère comprenant 2 complexes à 4 chaînes orientées 

antiparallèlement (STEINERT et ROOP, 1988), si bien que dans 

la structure finale, les domaines terminaux non-hélicoïdaux 

débordent de la colonne du filament. Un modèle représentant 

un filament de kératine est schématisé sur la Figure 8A. 

Les lamines peuvent former des dimères in vitro, capables 

de s'associer ultérieurement pour former des filaments de 10 

nm similaires aux FI (AEBI et al., 1986). Toutefois et 
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Figure 8 1 Modele etructural d'un filament de keratine de 8 nm 
Deux sous-unitCs differentes, une kgratine du type 
1 et une keratine du type II s'assemblent pour for- 
mer un protofilament de 2 m. Les domaines t.ermi- 
naux non-helicoYdaux debordent de la colonne du fi- 
lament. L'interaction entre deux protofilaments 
donne une protofibrille de 4'5 nm. L'assemblage de 
quatre protofibrilles aboutit B la formation du FI. 
Le diametre des différents types de FI varie de 8 B 
12 nm (STEINERT et ROOP, 1988 ; BLOEMENDAL et 
PIEPER, 1989). 



contrairement aux types 1 B IV, les lamines peuvent former 

des entit6s polymorphiques en solution de faible force ioni- 

que ( ZACKROFF etai., 1984 ; GOLDMAN et, 19 86 ; PARRY g 

ai., 1987). La dimérisation de la lamine a aussi été obtenue 

i n v i v o  (LOEWINGER et Mc KEON, 1988). La formation du fila- 

ment peut être achevée après transfection ou microinjection 

de génes de FI, normaux ou modifiés, ou d'ADNc en culture 

cellulaire. 

Des expériences de transfections ont montré que les 

altérations dans le domaine C-terminal n'infl-uencent pas le 

potentiel de formation du filament des protéines codées (VAN 

DEN HEUVEL et al., 1987 ; ALBERS et FUCHS, 1987), résultat 

non surprenant, puisque la plus petite sous-unité FI connue, 

K19, est encore capable de s'assembler en filaments , malgré 
l'absence de la fin du domaine C-terminal (BADER et al., 

1986). 

Il a été démontré cependant que des délt5tions dans le 

premier exon de la deemine (VAN DEN HEWEL et a l . ,  1987), ou 

la libération par prot6olyse des acides minés du côté 

N-terminal affaiblissent la capacité de la doemine ou de la 

vimentine à former des filaments ( TRAUB et VORGIAS, 1983 ; 

KAUFMAN e t  al., 1985). Cela prouve aussi que sont impliqués, 

non seulement le domaine médian, mais aussi le domaine 

N-terminal. 



Les observations en microscopie électroriique suggèrent 

fortement une interaction entre les FI et la membrane 

plasmique (RAMAEKERS et al. , 1982 ) . 
GEORGATOS et al., 1985, 1987, ont montré que les fila- 

ments de desmine et de vimentine sont en contact avec 

l'enveloppe nucléaire par l'intermédiaire du domaine 

C-terminal, alors que le domaine de tête s'associe avec la 

membrane plasmique. 

1.4. Contrele poet-traductionnel de ltaeeeniblage des FI 

Les domaines variables N- et C-terminaux de toutes les 

chaines de FI, y compris les lamines, représentent les sites 

majeurs des modifications post-synthétiques (TRAUB, 1985 ; 

FRASER et al., 1987). 

Deux types de modifications, la phosphorylation et la 

proteolyse limitee, semblent jouer un rôle majeur dans 

1 ' assemblage et le "turn-overw des FI . 
Le phosphate possede un nturn-overn plus rapide que la 

protéine FI (FEY et al., 1983 ; Mc TAVISCH et al., 1983). La 

réorganisation du FI dans les cellules mitotiques s'accom- 

pagnée d'un accroissement de la phosphorylation (EVANS et 

FINK, 1982 ; FEY et al., 1983 ; CELIS et al., 1983 ; 

WESTWOOD et ai., 1985). 

Des résultats récents suggèrent que le phénomène 



réversible d'"assemblage-désassemblagelI des FI de desmine 

et de vimentine pendant la mitose est régulé par un mécanisme 

commun impliquant la phosphorylation enzymatAque de sites 

spécifiques à l'intérieur du domaine N-terminal de ces molé- 

cules (INAGAKI etal., 1987, 1988 ; EVANS, 1988a, 1988b). 

Cette phosphorylation "site-spécifique" empêche la 

polymérisation des sous-unités FI et provoque la 

dépolymérisation des filaments. 

La phosphorylation sur des sites extérieurs au domaine 

N-terminal ne semble pas être liée à la formation d'un fila- 

ment endommagé. 

D'une manière similaire, la cassure mitotique de la 

lamina nucléaire est provoquée par une phosphorylation tran- 

sitoire des lamines A et C (BURK et GERACE, 1986). 

NELSON et TRAUB (1983), TRAUB (1985), KAUFMAN et al. 

(1985) ont aussi suggéré que "l'assemblage-dé~assemblage~~ des 

FI serait provoqué par des protéinases Ca++ dépendantes. 

La protéolyse limitée de la desmine et de la vimentine, libé- 

rant la région N-terminale de la sous-unité, affaiblirait la 

capacité du protofilament a polymériser. 

On peut donc postuler à présent que la phosphorylation et 

la prot6olyee limit6e eont impliqu4ee dans la modulation de 

lt6tat de polym4risation et le d4saeeemblage réversible des 

FI. 

D'aprés STEINERT et ROOP (1988), les protéines associées 

aux FI (IFAP, IF-associated Proteins) joueraic?nt un rôle dans 



le maintien et/ou l'organisation des réseaux de FI dans la 

cellule. 

Toutefois, dans le cas de la desmine (QUAX etal., 1985 ; 

PIEPER et al., 1989), de la vimentine (BLOEMENDAL et PIEPER, 

1989) et d'un certain nombre de kératines (KREIS et al., 1983 

; FRANKE et al., 1984 ; KULESH et OSHIMA, 1988 ; DOMENJOUD g 

d., 1988), des expériences de transfert de gbne et d'injec- 

tion dlARNm dans des cellules hétérologues, montrent que la 

formation et l'assemblage invivode FI dans un réseau 

cytosquelettique ne nécessite pas de facteur ~pécifique d'une 

sous-unité ou d'un type cellulaire. 

2. LES GENES DES FI 

Les gènes des FI forment une famille de mc?mbres apparen- 

tés, dont le gène ancestral est unique. La vimentine, la 

desmine et la GFAP représentent les produits d'expression 

d'une seule copie d'un gène. Les protéines des NF sont codées 

par trois gènes différents. La trentaine de k6iratines identi- 

fiées est codée par un nombre identique de gè?nes (LAZARIDES, 

1982 ; BLOEMENDAL et PIEPER, 1989). 

Le premier gène des FI dont la structure a été élucidée 

est le gène codant la vimentine du hamster (QUAX et  ai., 

1983). La structure et l'organisation des ghnes FI de toute 



une variété de FI d'espèces différentes furent déterminés 

quelque temps plus tard ( STEINERT etal., 1984 ; BALCAREK et 

COWAN, 1985 ; JOHNSON etal., 1985 ; KRIEG etal., 1985 ; 

MARCHUK et al., 1985 ; QUAX et al. , 1985 ; RIEGER et al., 

1985 ; BADER et al., 1986 ; FERRARI et al., 1986 ; LEWIS et 

COWAN, 1986 ; MIYATANI et al., 1986 ; JULIEN et al., 1987 ; 

LEVY etal., 1987 ; MYERS etal., 1987 ; ZEMNERetal., 

1987 ; LEES et al., 1988. 

Les données acquises sur la structure de ces gènes et 

leurs homologies de séquence ont conduit Si une classification 

des gènes FI en 5 types différents (Figure 7 &, Tableau 1). 

La Figure 9 schématise la distribution intron-exon de 

plusieurs gènes représentatifs des FI des types 1 21 IV. Les 

gènes de la desmine (QUAX et al. , 1985), du GFAI) (BALCAREK et 
COWAN, 1985) et de la vimentine (FERRARI etal., 1986) pré- 

sentent une distribution exon-intron identique. 

Par contre, les gènes des NF (type IV) sont organisés 

différemment : ils ne possèdent que 2 à 3 introns. 

Ces gènes FI dériveraient d'un ancêtre commun par 

duplication d'un gène (LEES et ai., 1988). 

Les études réalisées par LEWIS et COWAN, 1986 ; KLINGE - 
al., 1987 ; BLUMENBERG, 1989, montrent que les premiers 

évènements dans l'évolution de la protéine FI correspondent à 

une divergence presque simultanée de l'ancêtre des kératines 
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Figure 9 t Position des introns dans les diff6irentes 
proteines des FI 
NF-L (JULIEN et al., 1987) 
NF-M (MYERS et al., 1987 
NF-H (LEES et  al., 1988) 
Vimentine (FERRARI et al. , 1986 ) 
Desmine (QUAX et al., 1988) 
GFAP (BALCAREK et COWAN, 1985) 
KBratine 1 (MARCHUK et ai., 1985) 
Keratine 2 (JOHNSON et al., 1985) 

Remarquer les extensions C-terminfiles 
caract6ristiques des NF (voir page 76). 



Figure 10 : Modble propoe6 par LEWIS et COWAN, 1986, montrant 
lf6volution de la famille multig4inique dee FI B 
partir d'une e6quence anceetra1.e contenant 7 
introne . 
T : évenement de transposition mgidié par l'ARNm, 
conduisant à l'intégration d'une ~iéquence de gène 
FI exprimée qui acquiert plus tard 2 nouveaux 
introns dans le segment 2 a-hé1ic:oïdal et un 3- 
intron (non montré) correspondant probablement au 
processus de recrutement de séquences adjacentes 
qui viendront coder le domaine C-,, acide. 
A : gène ancestral 
Les flèches indiquent l'acquisition ou la perte 
d'un intron. 



acides et basiques et des protéines des FI non-épithéliales 

(des types III et IV) (Figure 10) et des lamiries. 

Dans la branche non-épithéliale de l'arbre de 

l'évolution, les gènes codant pour les NF, la vimentine, la 

desmine et la GFAP divergent à partir d'un ancêtre commun. 

De plus, en comparant les séquences protéiques et 

l'organisation génique, on pourrait conclure qu'il existe un 

ancêtre commun pour le domaine a-hélicoïdal, alors que les 

domaines variables évolueraient à travers des séries de 

duplications en tandem et probablement par conversion 

génique. 

3. EXPRESSION DES FI 

3.1. Rdgulation de lfexpression des ghes FI 

Tous les Filaments Intermédiaires sont exprim6s avec une 

sp6cificit6 tissulaire et selon un mode r6gul.6 par le d6ve- 

loppement (Revues : LAZARIDES, 1982 ; TRAUB , 1985 ; STEINERT 
et  a l . ,  1985 ; OSBORN et WEBER, 1986 ; STEINERT et ROOP, 

1988). 

Les "patterns" d'expression spécifiques des sous-unités 

ont été abondamment décrits mais les règles qui gouvernent 

l'expression des FI au niveau moléculaire commencent 

seulement à émerger. 



Cette régulation prend place au niveau de la transcrip- 

tion (FUCHS et GREEN, 1980 ; CAPETANAKI etal., 1983, 1984 ; 

JORCANO et al., 1984 ; TRAUB, 1985 ; STEINERT et ROOP, 1985 ; 

FERRARI et al., 1986), avec cependant quelques exceptions 

(WINTER et SCHWEIZER, 1983 ; TYNER et FUCHS, 1-986). 

La formation et la composition en sous-uriités des Fila- 

ments sont déterminées en premier lieu par la disponibilité 

des sous-unités solubles, mais à ce niveau, des mécanismes 

post-traductionnels (phosphorylation et prot6olyse) se pro- 

duisent et influencent l'assemblage des FI. 

Peu d'informations sont disponibles sur les facteurs qui 

régulent l'expression des gènes FI, bien que de nombreux 

effecteurs aient été impliqués, dont l'environnement (DORAN 

et al. , 1980 ; CONNEL et RHEINWALD, 1983 ; ASSELINEAU g 

1985 ; BEN-ZE'EV, 1986 ; la Vit A (FUCHS et GREEN, 1981 

; ECKERT et GREEN, 1984 ; TSENG et al., 1984: ; GILFIX et 

ECKERT, 1985 ; KOPAN et al., 1987), les oestrogènes (ROOP fi 

ai., 1984 ; KRONENBERG et CLARK, 1985a, 1985b), et les promo- 

teurs de tumeurs tel que le TPA (FERRARI et ai., 1986 ; 

TOFTGARD etal., 1985 ; LASKIN etal., 1981 ; NELSON etal., 

1982a, 1982b ; SCHWEIZER et WINTER, 1982). Mais leur 

mécanisme d'action reste inconnu. 

La régulation de l'expression génique de 1-a kératine dif- 

fère de celle des autres gènes FI : les FI de kératine sont 

obligatoirement des hétéropolymères , une sous-unité au 

moins de chaque type (1 et II) est exprimée dans chaque tissu 



épithélial, produisant des combinaisons spécifiques du type 

cellulaire . 
11 est bien évident que si les kératines des types 1 et 

II exprimées par paires, sont trouvées en quantités 

équimolaires B l'intérieur des cellules, leurs taux 

d'expression doit être régulé. Il n'est pas clair jusqu'a 

présent que soient impliquées des séquences rggulatrices. 

Plusieurs gènes de la kératine du même type sont 

fortement liés dans le génome (POWELL e t  al., 1986 ; 

RAYCHAUDHURY et al. , 1986 ; BLESSING e t  al., 1987 ; ROSENBERG 

et  ai., 1988) mais leurs "patterns" d'expressiori pris indivi- 

duellement peuvent être complètement différents (BLESSING g 

6, 1987). 

En manipulant les taux d'expression de 1.a kératine par 

transfection de différents types de gènes de kératine dans 

des cellules épithéliales et non épithéliales, on a montré 

que le sort des sous-unités de kératine d'un seul type est 

déterminé principalement par la présence et la quantité des 

sous-unités de l'autre type (KULESH et OSHIMA, 1988 ; 

DOMENJOUD et  al., 1988). 



Les régions en 5' de la plupart des gènes d'eucaryotes 

sont impliquées dans la régulation transcriptionnelle de 

l'expression des gènes. La comparaison den gènes de la 

vimentine (FERRARI etal., 1986 ; ZEHNER etal., 1987) et de 

la kératine, à l'intérieur d'une même espèce et chez diffé- 

rentes espèces (BLESSING etal., 1987), met en évidence des 

régions conservées au cours de l'évolution. Bien que dans 

certains cas des gènes de kératines coexprimés révèlent dans 

leur séquence en 5' des degrés d'homologies significatifs, il 

existe peu d'homologie dans ces régions régul-atrices poten- 

tielles (d'après les mêmes auteurs). Par ailleurs, il existe 

une abondance de données sur l'identification de séquences 

régulatrices sur la base d'homologies, avec les facteurs de 

transcription Spl (QUM et al., 1985 ; BADER et a i .  , 1986), 

les séquences "core" Enhancer du virus SV40 (QUAX et al., 

1985 ; TYNER etal., 1985 ; RAYCHAUDHURY etal., 1986), et 

même une séquence spécifique de l'épiderme (BLESSING et al., 

1987). Il reste toutefois à établir si ces séquences sont 

réellement impliquées dans le processus de régulation. 

Les régions en 5' des gènes de la desn~ine et de la 

vimentine présentent de fortes similitudes (QUAX et ai,, 

1985) mais des expériences de transfection 1:ransitoire ont 

montré que certaines de ces séquences peuvent être délétées 

sans effet sur le taux d'expression (PIEPER etal., 1987). 



La plupart des études fonctionnelles portant sur les sé- 

quences régulatrices des FI ont été réalisées jusqu'à présent 

sur le gène de la vimentine par des expérienctts de transfert 

de gène. L'introduction dans la lignée germinale de souris de 

gènes hybrides vimentine-desmine met en évidence que la ré- 

gion en 5' de 3,2 kbp de la vimentine contient tous les 616- 

ments régulateurs requis pour une expression "tissu spécifi- 

que" à taux élevé (KRIMPENFORT et al. , 1988 ; I'IEPER et al. , 
1989). Les différences inter-espèces dans l'expression de la 

vimentine sont aussi médiées par des séquences de vimentine 

en cis (NGAI et al., 1987). L'analyse par délGition des ré- 

gions en 5' de la vimentine de l'homme (RITTIJNG et BASERGA, 

1987) et du hamster (PIEPER et al., 1987) a montré que des 

éléments de séquences régulatrices (soit positifs, soit néga- 

tifs) existent dans cette région. Ils peuverit conférer un 

fort taux d'expression, l'inductibilité d'un facteur de 

croissance, ou une régulation négative pendant la myogenèse 

sur un gène reporter lié (PIEPER etal., 1987) et sont loca- 

lisés de 2,6 à 3,l kbp en amont du site d'initiation de la 

transcription (PIEPER et al., 1987). La région en 5' du gène 

de la vimentine régule aussi l'induction de l'expression de 

la vimentine dans les cellules en culture d'origine 

non-mésenchymateuse (PIEPER et al., 1989). 

Tous ces résultats suggèrent que le pattern d'expression 

complexe de la vimentine pendant le développement et la 

différenciation est régulé en cis. 



Quant à la desmine, PIEPER e t  al. (1987) ont; montré, par 

des expériences de transfection, qu'une séquerice relativement 

courte, de -89 à +25 par rapport au site CAP, suffit B provo- 

quer une expression spécifique du muscle à un taux élevé. 

Pour le géne codant le NF-L humain, une sequence en 5' de 

14 kbp permet une expression correcte à spécificité 

tissulaire dans les souris transgéniques (JULIEN e t  al. 

1987). 

Des éléments régulateurs en cis ont été identifiés dans 

la région en 5 ' des gènes de la kératine (JORCANO e t  a i .  , 
1988). 

La caractérisation des facteurs de transc1:iption se liant 

aux séquences contrôlant les FI fournira une meilleure com- 

préhension des mécanismes gouvernant l'expression des gènes 

FI. 

4 .  FONCTIONS DES FI 

En dépit du nombre important de publications ayant trait 

aux Filaments Intermédiaires, aucune signification fonction- 

nelle équivoque ne peut leur être attribuée. Comme d'une 

part, certains types cellulaires ne semblent pas contenir de 

FI, et d'autre part, beaucoup de cellules en culture semblent 

fonctionner normalement et se divisent même après rupture de 

l'organisation de leur FI, il semble improbable que ces der- 



niers possèdent des fonctions vitales. En se basant sur la 

complexité de la famille des gènes FI, leu]: expression à 

spécificité tissulaire et la diversité des propriétés de 

leurs domaines terminaux, il semble probable que les FI 

soient impliqués dans des fonctions spécialisfies en relation 

avec l'état de différenciation de la cellule (GOLDMAN e t  a i . ,  

1986 ; FRANKE, 1987 ; FRASER e t  al., 1987). Ces fonctions 

comprendraient la coordination mécanique du cytosquelette de 

la cellule ou du tissu, le transport d'information et la 

transduction de signaux (GOLDMAN et., 1986). 

D'un autre côté, les lamines du complexe de la lamina nu- 

cléaire sont ubiquitaires et par conséquent essentielles à la 

coordination de la fonction et de la structura du noyau et de 

l'expression des gènes. Elles pourraient aussi réguler 

l'assemblage et l'état d'organisation du FI: cytoplasmique 

dans chaque type cellulaire différencié. La famille des pro- 

téines FI reste une composante importante et Cinigmatique des 

cellules d'un intérêt permanent pour les biologistes cellu- 

laires et moléculaires. 



5 .  LES NEUROFILAMENTS 

Les Neurofilaments (NF) représentent les Filaments Inter- 

mediaires (FI) epecifiquee des neurones. Le neurone est une 

cellule très régionalisée, dans laquelle les synthèses 

protéiques sont confinées au corps cellulaire. C'est égale- 

ment une cellule très asymétrique, où le voliune de l'axone 

représente plusieurs milliers de fois celui du corps cellu- 

laire (Figure 11). Le maintien et le forictionnement de 

l'axone et de sa terminaison nécessitent donc un ravitaille- 

ment massif et permanent, assuré par le transport axonal 

antérograde, lent (SCa, SCb : Slow Component a, Slow 

Component b) et rapide (Figure 12) (HOFFMAN et LASEK , 1975 ; 
LASEK et HOFFMAN, 1976). Les NF forment avec ].es microtubules 

un réseau qui se déplace le long de l'axone h la vitesse du 

transport lent (SCa : 0,2 à 1 mm/jour, Figure 12) et qui joue 

un rôle dans le maintien et la régénération de la structure 

de l'axone. 

La détermination de la structure protéique des NF a 

fait l'objet de nombreuses controverses en raison des dif- 

ficultés rencontrées pour obtenir une préparation de NF non 

contaminée par les filaments gliaux. HOFFMIN et LASEK , 
1975 ; LASEK et HOFFMAN, 1976, ont étudié les NF par 

l'intermédiaire du transport axonal. Dans cette intention, 

ils ont injecté des acides aminés radioactifs dans le corps 

cellulaire du neurone de rat (Figure 12). Ils ont suivi le 
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Figure 11 r Un neurone typique de Vei: tBbrB.  
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Figure 12 t Le transport axonal : après application d'acides 
aminés marqués dans la région du corps cellulaire du neurone 
( a )  et un délai correspondant A la synthèse des protéines, 
les composants du transport axonal rapide ("fast 
components"), v6sicules (200-400 mm/j) et mii:ochondries (50 
mm/j) migrent le long de l'axone (b). Quelques jours A quel- 
ques semaines plus tard, deux autres composant:s apparaissent 
(c) : le "slow composent b" (SCb, 2-8 mm/j), le plus rapide 
des deux, dont la composition en protéines comprend l'actine 
et, dans certains axones, la tubuline; SCa (SCa, 0,2-1 mm/j), 
le plus lent, contient principalement la tubul-ine et les pro- 
t6ines de NF (d'après BRADY et LASEK, 1982 ; HOLLENBECK, 
1989). 



devenir des protéines synthétisées et ont ainsi mis en évi- 

dence la présence de trois protéines de masse moléculaire 

200, 145 et 68 kDa qui se déplacent simultariément et a la 

même vitesse que celle des NF. Ils en ont conclu que les NF 

étaient constitués par ces trois protéines, qu'ils ont ap- 

pelées "le triplet des NF". La structure protéique des NF a 

été confirmée définitivement par SCHLAEPFER et LINCH, 1977 ; 

SCHLAEPFER et FREEMAN, 1978 ; LIEM et al., 1978 ; ANDERTON 

et al., 1978, 1980, grace à des études biochimiques et 

imrnunochimiques. 

Les Neurofilaments (NF) des Marnmifhres sont composés de 3 

sous-unit68 proteiques : NF-L, NF-M et NF-HI dont les masses 

moléculaires apparentes sur PAGE-SDS correspondent respecti- 

vement B 195-220 kDa (NF-H), 140-160 kDa (NF-II), et 68-73 kDa 

(NF-L) (JULIEN et MUSHYNSKI, 1982 ; SHAW et WEBER, 1982 ; 

HIROKAWA etal., 1984 ; KAUFMANN etal., 1984 ; CARDEN & 

ai., 1985 ; DAHL et BIGNAMI, 1986). Les variations de masses 

moléculaires dépendent de l'espèce (LIEM et al. , 1978 ; SHAW 

et al., 1984) (Tableau II) mais elles peuvent aussi refléter 

des différences subtiles dans la technique utilisée pour les 

caractériser (KAUFMANN et al., 1984). En effet, ces auteurs 

ont déterminé la masse moléculaire directe des trois protéi- 

nes des NF de porc en utilisant les techniques de gel 

filtration analytique et de centrifugation par sédimentation 

a l'équilibre. Leurs résultats (Tableau III) montrent que 



TABLEAU II 
Masses mol6culaires apparentee (en kDa) des prot6ines de NF 

de plusieurs esp&ces, determinées par PAGE-SDS 

(SHAW e t  a i . ,  1984) 

espèces 

Vertebrés Superieura 
rat 
souris 
cobaye 
lapin 
chat 
vache 
porc 
chèvre 
poulet 

Vertébres Inferieurs 
tortue 75 
lézard 75 

Invertebrés 
calmar 
myxicole 

Vertébrés Sup6rieurs : triplet de NF 
Vertébrés Inférieurs et Invertébrés : doublet de NF 
Le triplet de NF de rat sert de témoin. 

TABLEAU III 
Masses moleculaires apparentee et réeiie~l (en kDa) 

des trois proteines de NF de porc et de leur domaine C-T 
(KAUFMANN et al., 1984) ----------------.---------------.------------------.----------------------- -- 

Protéine H H M M L 
"tail piece" "tail piece" --------------------------.-----------------------..----------------------- - - 

PAGE-SDS 200-205 150-170 145-160 100-120 68-72 
Gel filtration 138 107 106 103 60 
Sedimentation 112 73 108 6 3 
Valeur proposGe 110-140 107 62 -------------------------.--------------.---------..--.-------------------- 



l'électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS surestime 

fortement les valeurs de NF-M et NF-H par rapport aux deux 

techniques précédemment citées. Cette discordance provient en 

fait des extensions C-terminales fortement acides chez ces 

deux protéines. Ce point sera discuté ultérieurement plus en 

détail dans la partie Résultats, chapitre II. 

SCHLAEPFER (1978) a montré, par microscopie électronique, 

que les NF sont solubles uniquement après une exposition pro- 

longée à bas pH ou à faible force ionique. Des NF du système 

nerveux central ou du système nerveux périphérique sont pré- 

sents dans les surnageants d'homogénats de cei-veau centrifu- 

gés a grande vitesse (75000 g, 30 min) (BER1;OWITZ et al., 

1977 ; THORPE et al., 1979 ; DELACOURTE et  al., 1980) et peu- 

vent précipiter à chaud ( DELACOURTE et al., 1980) . 

Les études immunohistochimiques ont apporté des informa- 

tions sur la distribution du triplet de NF. Les expériences 

d'immunofluorescence réalisées par SHAW et al., 1981, sur le 

cerveau de rat montrent que le marquage par des anticorps 

spécifiques de chaque protéine est identique : il se situe au 

niveau des axones. Cependant, les corps celliilaires des cel- 

lules pyramidales du cortex sont mieux marquées par 

l'anticorps anti-145K et l'anticorps anti-68K que par 

l'anticorps anti-210K (Tableau IV). 

Le marquage par des anticorps spécifiques du cerveau de 



TABLEAU IV 
Distribution du triplet de NF dans le cerveau de rat 

(SHAW et al., 1981) 

axones + + + 
dendrites et corps cellulaires 
des cellules pyramidales 

corps cellulaires d'un grand 
nombre de neurones du cerveau +/ -  

certains neurones tels que les 
cellules granulaires - 



rat au cours de son développement est comparable à celui du 

cerveau adulte (SHAW et WEBER, 1982). Seuls quelques profils 

montrent une absence de la protéine 210K mais tous possèdent 

les deux autres protéines du triplet, d'où l'hypothèse selon 

laquelle la protéine 210K serait exprimée plus tard que les 

protéines 145K et 68K. 

Alors que les 3 sous-unités des NF présentent un domaine 

médian en baguette a-hélicoïdal fortement conservé chez tou- 

tes les protéines des FI (voir paragraphe 1.2. page 45), NF-H 

et NF-M diffhrent par le caracthre fortement acide de leur 

domaine C-terminal. 

La différence de taille entre ces 3 protéines s'explique 

par leurs extensions C-terminales de plus en plus longues 

(GEISLER e t  al., 1983). Les régions C-termina1.e~ de NF-M et 

NF-H sont fortement phosphorylées, provoquant une migration 

anormale de ces 2 proteines sur PAGE-SDS (JULIEN & 

MUSHYNSKI, 1982, 1983 ; KAUFMANN et al., 1984 ; CARDEN g 

al., 1985). La phosphorylation, spécialement chez NF-H, joue- 

rait un r8le dans l'interaction des NF avec d'autres compoe6e 

neuronaux (les microtubules) (JULIEN et MUSIIYNSKI, 1983 ; 

STERNBERGER et STERNBERGER, 1983 ; MINAMI et SAKAI, 1985). 

Les 3 polypeptides sont plus ou moins phosphorylés , 

principalement sur les résidus sérine, avec respectivement, 

jusqu'a 22 (NF-H), 9 (NF-M), et 3 (NF-L) moles de phosphate 



par mole de protéine chez le rat. Leur degré de 

phosphorylation peut être régulé d'une part en fonction du 

développement, d'autre part selon la localisation du neurone 

à l'intérieur du systéme nerveux central, et enfin par le 

microenvironnement intraneuronal. Ce degré de phosphorylation 

peut être essentiel à l'assemblage intraneurorial du réseau de 

neurofilament (SHAW et WEBER, 1982 ; JULIEN et MUSHYNSKI, 

1982 ; KAUFMANN e t  al., 1984 ; HIROKAWA e t  a . , 1984 ; 

CARDEN e t  al. , 1985 ; DAHL et BIGNAMI, 1986 ; LIEBERBURG fi 

al., 1989) ainsi qu'a son transport (Figure 13) (HOLLENBECK, 

1989). 

L'organisation des 3 proteines dans le polymhre de NF natif 

reste a déterminer. Toutefois, la révélation 

immunohistochimique du tissu nerveux suggère crue : 

- NF-L forme le "core" structural du NF 
- NF-H est impliqué dans la formation de pontages entre les 

NF (HIROKAWA e t  al., 1984). 

La disposition de NF-M est moins certaine, bien qu'elle 

soit plus fortement associée au core du NF que NF-H (SHARP - 
ALI 1982 ; HIROKAWA e t a l . ,  1984). Cette interprétation est 

fondée sur des expériences de reconstitutionen utilisant cha- 

cune des trois sous-unités des NF. Ainsi, NF-L peut 

s 'autoassembler i n  v i t r o  pour former des filaments de 10 nm 

(GEISLER et WEBER, 1981). Malgré les premières expériences 

négatives (GEISLER et WEBER, 1981), il semble que NF-M puisse 



Figure 13 t R6le de la phosphorylation dans l t t  transport 
et la dynamique des neurofilamente, 
Modèle proposé pas HOLLENBECK (19t19) 
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aussi s'autoassembler (au moins sous certaines conditions) 

pour former des filaments de 10 nm (GARDNER et al., 1984 ; 

TOKUTAKE et al., 1984). L'autoassemblage de NF-H aboutit 2t la 

formation de courts filaments, suggérant que l'incorporation 

de NF-H dans le core NF doit bloquer l'élongation du filament 

(GEISLER et WEBER, 1981). NF-H semble donc gouverner la for- 

mation de liaisons entre les sous-unites. 

La protéine NF-L du porc est la première protéine de NF 

dont la structure primaire complète a été déterminée (GEISLER 

et al., 1985). Elle contient 548 résidus d'acides aminés cor- 

respondant 21 une masse moléculaire de 61,9 kDa. La 

surestimation de sa valeur obtenue sur PAGE-SDS provient de 

la richesse en résidus Glu (44 % )  de son domaine C-Ta 

Ltieolement et la sequence de clones dtADN recombinant 

des ghes codant pour les NF-LI NF-MI et NF-H de souris 

(LEWIS et COWAN, 1985, 1986 ; JULIEN etal., 1986 ; LEVY - 
al., 1987), de rat (JULIEN et al., 1985 ; ROBINSON et al., 

1986 ; NAPOLITANO etal., 1987 ; BREEN et al., 1988 ; 

DAUTIGNY et al. , 1988 ; LIEBERBURG et al. , 1989 ) , et d'homme 
(JULIEN etal., 1987 ; MYERS etal., 1987 ; LE:ES et al., 

1988) confirment que les NF different des autres FII non 

seulement par leurs region6 N- et C-terminalee, mais aussi 

par leur organisation intron-exon particulibra (Figure 9 page 

57). De plus, les séquences en acides aminés de NF-M et NF-H 



contiennent toutes les deux dans leur région C-terminale la 

séquence Lys-Ser-Pro (-K-S-P-) répétée respec:tivement 13 et 

40 fois chez l'homme (43 fois chez la souris et 51 fois chez 

le rat pour NF-H). Cette répétition se trouve dans la région 

de la protéine connue pour son taux de phospliorylation élevé 

(JULIEN et MUSHYNSKI, 1983) et qui représenterait ainsi un 

site de reconnaissance pour une kinase (MYERS et al., 1987 ; 

GEISLER et al., 1987 ; LEE et al., 1988). 

Pathologie des NF 

Certaines tumeurs expriment de manière caractéristique 

les protéines des NF. Il s'agit des neuroblastomes, des 

ganglioneuroblastomes et des phéochromocytonies (OSBORN et 

WEBER, 1986). Cette expression peut d'ailleurs être utile 

dans le diagnostic différentiel de ces tumeurs. 

Dans la plupart des désordres du système nerveux central, 

tels que la maladie d'Alzheimer, la sclérose latérale 

amyotrophique, les neuropathies toxiques, et la "démence du 

pugiliste", il existe une preuve histologique de la disloca- 

tion de la structure et du transport du NF noimal (GAJDUSEK, 

1985). 

On a longtemps cru que les NF étaient impliqués dans la 

formation des PFH, caractéristiques de la maladie 

d'Alzheimer. Cependant, il semble a présent certain qu'il 

n'en soit rien (NUKINA etal., 1987). Comment ces auteurs en 



sont-ils arrivé ce constat? 

Les dégénérescences neurofibrillaires (Neurofibrillary 

Tangles, NFT) et les plaques séniles sont les principaux si- 

gnes anatomo-pathologiques de la maladie d'Alzheimer. Les NFT 

et les neurites des plaques séniles contiennent des paires de 

filaments hélicoïdaux (PFH), constitués de 2 filaments de 10 

nm assemblés en double hélice. Pour déterminer la nature des 

protéines impliquées dans la formation de ces PFH, toutes les 

équipes de recherche se sont basées sur des techniques 

immunochimiques. Deux résultats apparemment c:onflictuels ont 

été obtenus : 

- certains anticorps monoclonaux dirigés contre les NF 

(NF-M et NF-H) colorent les NFT (IHARA et al., 1981 ; 

ANDERTON etal., 1982 ; PERRY etal., 1985 ; MILLER etal., 

1986) 

- les anticorps polyclonaux préparés contre les PFH puri- 

fiés en milieu SDS (par suite de leur insolubilité) ne recon- 

naissent pas les protéines normales, dont les NF, sur des 

"blots" d'homogénats de cerveau humains (1HA.i et ai., 1983). 

Ces résultats ont été confirmés par plusieurs laboratoi- 

res. Mais en 1986, IHARA et. rapportent que les anticorps 

polyclonaux anti-PFH incluent les anticorps anti-protéine 

tau, famille de phosphoprotéines associées aux MT. Les anti- 

corps anti-protéine tau colorent les NFT de la maladie 

d'Alzheimer. De plus, les anticorps monocloriaux anti-NF re- 

connaissant les NFT sont dirigés contre des épitopes 



phosphorylés (STERNBERGER et STERNBERGER, 1985). Ces faits 

ont conduit NUKINA et a l . ,  1987, à réexaminer certains anti- 

corps monoclonaux anti-NF qui colorent les NFT : ils croisent 

tous avec les protéines tau, résultat confirnié par ailleurs 

par XSIEZAK-REDING etai., 1987. Ils en ont déduit que ces 

anticorps anti-NF réagissent au niveau des PFH avec les pro- 

téines tau phosphorylées mais pas avec des NF. 

Ces résultats posent le problème de l'utilisation 

d ' anticorps dirigés contre des épitopes protéiques 

phosphorylés lors d'études immunochimiques. 



PARTIE II r RESULTATS PERSONNEL8 



CHAPITRE 1 

1. APPLICATION A L'ETUDE DES NEUROFILAMENTS 



Introduction 

La Figure 14 représente les données acquises sur la 

structure des NF au moment où nous avons entrepris nos tra- 

vaux. 11 semblait donc intéressant à l'époque d'établir les 

cartes peptidiques de ces trois protéines aprgs coupure chi- 

mique des liaisons méthionyl, tryptophyl et cystéine dans le 

but d'approfondir nos connaissances sur les extensions C-T 

des sous-unités M et H dont la structure primaire était en- 

core inconnue. 

Rappel : NF-L (Low) = 70 kDAa ---> 68 kDAb 
: NF-M (Middle) = 160 kDAa ---> 145 kIIAb 
: NF-H (High) = 210 kDAa ---> 200 kDAb 

a : estimé sur PAGE-SDS 
: calculé à partir de MONTEIRO et CLEVELAND, 1989 
: LIEBERBURG et al., 1989 : NF-L = 68-73 

NF-M = 140-160 
NF-H = 195-220 
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Figure 14 : Représentation schématique des trois domaines des 
protéines des NF de porc (NF-L, NF-Mt NF-H) par 
comparaison avec la desmine (D). Les lettres W et 
C marquent les positions de certains résidus Trp 
et Cys dans ces protéines. 

f : épitope reconnu par un antic:orps monoclonal 
(PRUSS et al. , 1981) et commun B tous les FI, 
situé sur le segment 2 du domaine médian. 
(GEISLER et WEBER, 1982 ; GEISLER et al., 1982 , 
1983). 



1. Preparation des neurofilamente (NF) 

Les NF sont préparés à partir de la moelle épinière fraî- 

che de boeuf ou de porc, selon le protocole de DELACOURTE & 

al., 1980, modifié. La purification de ces protéines est 

essentiellement basée sur la technique d'électrophorèse 

préparative en gel de polyacrylamide en pr6sence de SDS. 

Après coloration et décoloration du gel, les bandes corres- 

pondant aux sous-unités LI M et H sont excisgies (voir Maté- 

riel et Méthodes). Avant chaque coupure, rious contrôlons 

l'identité ainsi que l'homogénéité de ces protéines par des 

PAGE-SDS analytiques (Figure 15). 

2, Composition en acides amines des eoua-unit68 L,M et H des 
NF de boeuf, 

Dans l'étude de la structure primaire des protéines, la 

connaissance précise de la composition en acicies aminés cons- 

titue une information essentielle pour le choix de l'agent de 

coupure (enzymatique ou chimique) à utiliser. Nous avons donc 

déterminé la composition en acides aminés des 3 protéines de 

NF. Celle-ci est tout à fait comparable à celle rapportée 

dans la littérature par HOGUE-ANGELETTI et  a l . ,  1982, tel 

qu'en témoigne le Tableau V. Remarquons la richesse de ces 

protéines en résidus de lysine et de glutamino, qui reste une 

particularité observée uniquement chez les protéines de NF 



Figure 15 a Contrele de lthomog6n6it4 dee eoue-unitide L, M et H des NF 
de boeuf eur PAGE-SDS analytique. 

NF-L : 70 kDa 
NF-M : 160 kDa 
NF-H : 210 kDa 
s1 

protéines standards de masses mol-éculaires connues 
S2 



TABLEAU V : Composition en acides amines 
des sous-unites L, M et H des NF de boeuf 

CYS 
Asx 
Thr 
Ser 
Glx 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
Va 1 
Met 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
LYS 
-g 
TrP 

Total 568 584 1369 1342 1783 1746 

Remarque: nos résultats (colonnes 1) sont compar6s avec ceux rap- 
portés par HOGUE-ANGELETTI et al. (1982) (colonnes II). 

: déterminé sous forme de CM-Cys 
: déterminé sous forme d'acide cystéique 

ND : Non Déterminé 



parmi tous les FI. Pour NF-M et NF-H, nous remarquons l'abon- 

dance de résidus Ser (sites de phosphorylation au niveau de 

la partie C-terminale de NF-H et NF-M) et de résidus 

hydrophobes, glycocolle, alanine (qui caractérisent la partie 

N-terminale de NF-H) et valine. 

Par contre, la faible fréquence des résiclus de cystéine, 

de tryptophane et de méthionine, nous incite à tenter des 

coupures chimiques au niveau des liaisons peptidiques enga- 

geant ces résidus d'acides aminés. 

3 .  Clivage par le BNPS-ekatole (voir Matériel et Méthodes) 

Les sous-unités M et H des NF présentent un profil 

électrophorétique similaire après coupure chimique par le 

BNPS-skatole (Figures 16A et 16B) : 

- 1 fragment de grande taille moléculaire résistant à la 

coupure chimique. Ce "core" est constitué d'un doublet de 180 

et 175 kDA pour NF-H ; 135 et 125 kDA pour NF-M. 

- 4 polypeptides de tailles réduites de 44,5, 40,5, 34 

et 30,s kDA pour NF-M, et 46, 37, 33,s et 30 kDA pour NF-H. 

La même coupure donne, chez la sous-unité L : 

- deux fragments majeurs de 40,s et 30,s kDa 
- deux fragments mineurs de 33 et 37 kDA. 





TABLEAU VI 

Coupure chimique des sous-unites L,M et H des NF de boeuf par le 
BNPS-skatole. Estimation en pourcentage des produits de coupure obtenus 

Sous-unit6 non coup6e coupde produits de pourcentage 
( % ( % )  coupure(k»a) 

NF-L 

NF-M 

NF-H 

L'estimation en pourcentage des produits de coupure obtenus est calcu- 
lée à partir de la lecture densitométrique des PAGE-SDS analytiques. La 
surface de chaque pic est découpée et pesée. 



Ces résultats (RICHARD e t  a l . ,  1985) joints ceux de 

GEISLER et  a l . ,  1983, se rapportant aux NF de porc, nous per- 

mettent d'aboutir aux interprétations suivanttts, schématisées 

sur la Figure 17 : 

A) Les 2 fragments majeurs de 30,s et 40,s kDA de la 

sous-unité L correspondraient respectivement aux parties N- 

et C-terminales de la protéine, puisqu'elle contient un 

seul résidu tryptophyl localisé au milieu de la région mé- 

diane de 40 kDA (Figure 14). 

B) Ce polypeptide de 30,5 kDA est aussi caractérisé 

parmi les produits de coupure obtenus chez NF-M et NF-H, ce 

qui milite en faveur d'une grande similitude clans la séquence 

N-terminale de ces trois protéines. NF-M et NF-H seraient 

fort probablement dotées d'un résidu de tryptophane localisé 

au même endroit que dans NF-L. 

C) La similarité entre les cartes peptidiques des 

sous-unités M et Hl caractérisée d'une part par la présence 

d'un doublet de grands fragments (résistants B la coupure) et 

d'autre part par 4 petits fragments (dont l'un commun à la 

sous-unité L) témoigne d'une certaine parenté entre ces 

sous-unités (Figure 16, Tableau VI) 

D) Les doublets de grands fragments résistants à la cou- 

pure par le BNPS-skatole correspondraient très vraisemblable- 

ment à la partie C-terminale de NF-M et NF-H. Par conséquent, 

il y aurait de fortes chances pour que l'épitope reconnu par 

l'anticorps de PRUSS (commun a tous les FI, voir p. 53 et 



Figure 17 t Interprétation des cartes peptidiques des sous-unités 
L, M et H des NF après coupure chimique : 

(A) t par le BNPS-skatole 
(B) t par le bromure de cyanogène 
W : résidu de Trp 
M : résidu de Met 



Figure 17 r Interprétation des cartes peptidic~ues des sous-unités 
L, M et H des NF après coupure chimique : 

(A) r par le BNPS-skatole (A) 
(B) : par le bromure de cyanogène (B) 

YF-L NT ,,. 
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Cl 

40.5 KDa 

W IF-M NT- . cl 
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Figure 14 p. 93) soit localisé dans la séquence N-terminale 

de ces fragments. Ces derniers contiendraient donc à la fois 

des domaines communs à tous les FI (le segment 2 hélicoïdal 

du domaine médian) et des séquences spécifiques ("tail 

pieces" contenant des résidus glutamyl), d'où leur faible in- 

térêt en temps qu'antigène. Par contre, des investigations 

portant sur les petits fragments peptidiques localisés dans 

la portion N-terminale des protéines des NF sembleraient plus 

intéressantes pour mettre en évidence une éverituelle analogie 

entre les régions N-terminales des sous-unités M et H. 

4. Clivage par le Bromure de cyanogene 

Dans le but de déterminer les conditions optimales de 

coupure, nous avons incubé les protéines de NF en faisant va- 

rier les 3 paramètres suivants : la concentration en BrCN, le 

temps d'incubation et la présence ou non d'agent réducteur 

des thiols (dithiothréito1,DTT). 

Nos résultats sont présentés sur la Figure 18. Nous cons- 

tatons d'abord que la sous-unité L est plus facilement cou- 

pée que les sous-unités M et H, puisque la c:oupure de NF-L 

est déjà complète après seulement 2 heures d'incubation à 20' 

C en présence de 1 mg/ml de BrCN, alors qu'il n'en est rien 

pour NF-H (Figure 18, couloirs A , B )  : nous obtenons plusieurs 

fragments , dont la distribution à l'intérieitr du gel semble 



provenir d'une coupure incomplète de cette protéine. Cela 

nous a conduit à prolonger le temps d'incubation à 20 heures 

tout en augmentant la concentration en bromure de cyanogène à 

2 , 5  mg/ml. Ces conditions optimales de coupure nous donnent 

les profils électrophorétiques présentés couloir Hf pour 

NF-L, couloir F pour NF-M, couloirs CID pour NF-H. L'addition 

de DTT ne modifie en rien ces profils m cou loi^:^ E,G,I). 

Sur la Figure 19A sont regroupées les cartes peptidiques 

au bromure de cyanogène des trois sous-unités L, M et H dans 

les conditions optimales de coupure (rendement de 98 % ) .  

Celles-ci sont suivies des lectures den~~tornétriques de 

PAGE-SDS sur la Figure 19B, qui ont permis la détermination 

de la masse moléculaire de chaque peptide (SUI: la moyenne de 

plusieurs expériences) ainsi que l'estimation en pourcentage 

des produits de coupure obtenus (Tableau VII). 

De plus, nous avons pu adapté ce protocole à de faibles 

quantités de protéine (20 yg) dont la carte peptidique est 

présentée sur la Figure 20. 

Ainsi, les profils de coupure reproductibles nous permet- 

tent de dégager certains aspects d'ordre struc:tural entre les 

trois protéines des NF (Figure 17B) (RICHARD e t  al., 1985) : 

A) Quatre liaisons méthionyl clivables de la sous-unité 

NF-L (GEISLER et  al., 1985) sont localisées dans la partie 

N-terminale du segment 2 du domaine médian qui, rappelons 



le, est commun aux 3 protéines des NF. 

B) Les fragments de taille 85 kDa chez NF-M et 135 kDa 

chez NF-H correspondraient bien aux portions C-terminales 

spécifiques de ces protéines, appelées "tail pieces" (Figure 

17), comme nous allons le voir plus loin au paragraphe 6.2. 

D'ailleurs, l'équipe de GEISLER, 1983, signale l'absence de 

résidus méthionyl dans le domaine C-terminal de ces protéi- 

nes. 

c) Par ailleurs, fait surprenant, les portions 

N-terminales complémentaires de ces 2 fragments possèdent la 

même taille (160 kDA - 85 kDa = 75 kDa pour NF-M et 210 kDa - 
135 kDa = 75 kDa pour NF-H). Par conséquent, NF-M et NF-H 

possèderaient ainsi le même résidu méthionyl en position "75 

kDAUI numéroté a partir du résidu N-terminal. Ces résultats 

reflètent en conséquence une similitude de seiquence dans ce 

domaine. Seulement, le fragment 75 kDA N-terminal n'a pas été 

caractérisé parmi les produits de coupure de NF-H et NF-MI 

probablement parce que le segment 2 du domaine médian con- 

tient quatre liaisons méthionyl, comme nous l'avons vu précé- 

demment. 



Figure 18 t Cinetique de coupure analysee sur PAGE-.SDS des soue-unites 
LtM et H des NF de boeuf par le brornu~x de cvanoa8ne. 

Couloirs A - E 8 NF-H 
A t B  : coupure en présence de 1 mg de BrCN / ml d'acide 

formique en solution aqueuse à 70 % pendant 2 h à 20°C. 
C,D : coupure en présence de 2,s mg de EkCN / ml d'acide 

formique pendant 18 h 20°C (conditions optimales) 
sans dithiothréitol (DTT). 

E : conditions optimales mais avec DTT. 

Couloirs F - G r NF-M 
F : coupure dans les conditions optimales sans DTT. 
G : avec DTT. 

Couloire H - 1 r NF-L 
H : coupure dans les conditions optimales sans DTT. 
1 : avec DTT. 

N F A B  C D E F G H I 



Figure 19 : 
(A) Profils QlectrophorBtiques des produits de coupure de NF-L, NF-II et 

NF-H par le bromure de cvanoa8ne dans les conditions optimales de 
rBaction sans addition de dithiothrBito1. 
NF : preparation de neurofilaments de boeuf. 
S : proteines standards de masses moléculaires connues. 

(B) Lecture denaitom6trique des fragments BrCN obtenus partir des 
sous-unit68 L, M, H, 

i . :  

BrCN 



TABLEAU VI1 

Coupure chimique des soue-unit68 L,M et H 
des NF de boeuf par le bromure de cvanoubne. 

Estimation en pourcentage des produits de coupure obtenus. 

non couph coup6e produits de pourcentage 
( % 1 ( % )  coupure(kDa) 

NF-L 

NF-M 

NF-H 

L'estimation en pourcentage des produits de coupure obtenus est calcu- 
lée a partir de la lecture densitométrique des PAGE-SDS analytiques. La 
surface de chaque pic est dQcoupée et pesée. 



Figure 20 1 PAGE-SDS analytique des produits de coupure au bromure de 
cvanoa8ne de8 soue-unitda LfM et H de8 NF de boeuf. 
La coupure chimique a été effectuée en présence de 
faibles quantités de protéine 

(A) : 40 pg de sous-unité L,M ou H 
(B) : 20 pg de sous-unité LfM ou H 
NF : préparation témoin de neurofilamctnt de boeuf 

contenant les 3 sous unités L ,M et H 
S : protéines standards de masses mol.éculaires connues(KDa) 
LI : produits de coupure de la sous-unit6 L 
M t  : II Il II M 
H' 1 II II Il H 



5 .  Clivage par l'acide nitrothiocyanobenzoïque (NTCB) 

La coupure de NF-L par le NTCB aboutit à la formation de 

2 peptides de 28 et 36 kDa avec un taux de clivage de 55 % 

(Figure 21 et Tableau VIII). Ce résultat est cohérent avec 

l'existence d'un seul résidu de cystéine dans NF-L, comme le 

montrent, d'une part la composition en acides aminés que nous 

avons réalisée sur NF-L (Tableau V page 96), et d'autre part 

les travaux de GEISLER et  al. (1983, 1985) qui positionnent 

cette cystéine dans la région N-terminale du domaine médian 

(domaine II, Cys 321). 

Par contre, NF-M résiste B la coupure par le NTCB, malgré 

la présence de 6 résidus de cystéine (Composition en acides 

aminés, Tableau V page 96). 

Le rendement de coupure de NF-H est d'environ 76 % (Ta- 

bleau VIII). Quatre produits de coupure sont obtenus (Figure 

21), de MM 173, 155, 324 et 18 kDa. Cette protéine 

posséderait au moins 2 résidus Cys. 



Figure 21 t Profils 6lectrophor6tiques des sous-unit68 L et H des 
NF de boeuf aprhs coupure de leur(e) liaison(u) X-Cys par l'acide 
nitrothiocvanobenzoXuue, 

S : protéines standards de masses moléculairc?~ (Mr) connues, ex- 
primées en kilodaltons (kDa). 

TABLEAU VI11 r Coupure chimique des souri-unit68 L et H 
par l'acide nitrothiocvanobenzoïcrue (NTCB). 

Estimation en pourcentage des produite de coupure obtenue, 

Sous-unit6 non coup6e coup6e produit~i de pourcentage 
( % )  ( 8 )  coupure(kDa) 

NF-L 

NF-H 

L'estimation en pourcentage des produits de coupure obtenus est calcu- 
lée a partir de la lecture densitométrique des PAGE-SDS analytiques. 
La surface de chaque pic est découpée et pesée. 



6. Etude comparative des eoua-unites L, M et H des NF de 
boeuf et de porc. 

6.1. Cornparaison biochimique 

L'étude comparative de la structure primaire des protéi- 

nes par l'établissement de cartes peptidiques après hydrolyse 

enzymatique ou coupure chimique peut donner d'importants ren- 

seignements sur l'existence ou non d'analogies de structure 

entre deux ou plusieurs protéines. 

SHAW e t  al., 1984, ont réalisé une étude imrnunologique 

des protéines de neurofilaments chez plusieu1:s espèces. Il 

semble d'après ces travaux que le triplet de NF ait été bien 

conservé au cours de l'évolution des Mammifères et des 

Oiseaux. Il existe cependant de légères variations de masse 

moléculaire entre les mêmes sous-unités de NF d'espèces dif- 

férentes ( Tableau II page 79). De plus, NF--M et NF-H pos- 

sèdent très peu de sites antigéniques communs, a l'exception 
du boeuf où il existerait une certaine identité de structure 

entre ces 2 protéines. 

Ces résultats nous ont incité à effectuer une étude com- 

parative des produits de coupure des protéines du triplet de 

NF de boeuf et de porc. La mise au point de la carte 

peptidique des produits de coupure au bromure de cyanogène 

des protéines de NF du boeuf nous a permis de préparer les 

produits de coupure C-terminaux des protéines NF-M et NF-H du 

boeuf, et d'obtenir par conséquent des anticorps dirigés 



spécifiquement contre ces régions qui semblent être impli- 

quées dans les interactions des NF avec d'aiitres organites 

cellulaires (WEBER et al., 1983). 

La Figure 22 présente les profils électrophorétiques des 

produits de coupure au bromure de cyanogène des sous-unités 

L, M et H des NF de boeuf et de porc. Une lecture 

densitométrique de chaque couloir a été réalisée (Figure 23) 

dans le but de comparer quantitativement ces produits de cou- 

pure. 

Nous remarquons une grande similitude des cartes 

peptidiques des NF-L de boeuf et de porc alors que les pro- 

fils électrophorétiques divergent pour les deux plus grandes, 

NF-M et NF-H. La protéine NF-L de porc contient 10 résidus 

Met (GEISLER e t  al. , 1985). Nous obtenons effectivement 11 

peptides après action du bromure de cyanogène. La coupure est 

donc complète. La similitude des cartes peptidiques des pro- 

téines NF-L du porc et du boeuf laisse supposer une bonne 

conservation du gène codant pour NF-L au cours de 

l'évolution. 

Par contre, cela semble moins évident dans le cas des 

deux autres protéines, NF-M et NF-H. En effet, leurs cartes 

peptidiques, après coupure au bromure de cyanogène, diffé- 

rent dans les deux espèces. Les 2 fragments C--terminaux obte- 

nus chez le boeuf (85 kDa pour NF-M et 135 kDa pour NF-H) ne 

sont pas retrouvés parmi les produits de coupure chez le 



Figure 22 a Comparaison dee profils 4lectrophor4tiques dee 
produits de coupure au BrCN des proteines de NF 
de boeuf (Ln, Mm, Hm) et de porc (LP, MP, HP). 

L, M l  H r protéines NF-LI NF-Ml NF-H de boeuf témoins. 
S1 et S2 r protéines standards de masses mol4iculaires connues. 



Figure 2 3  1 Comparaison des  diagrammes deneitom4triques des  
produits  de coupure au BrCN des p~:otdines  de  NF 
de  boeuf e t  de porc.  

NF-L 
Bœuf 

I 
m 

NF-H 
Bœuf 

NF-M 
Porc 



porc. 

Malgré ces résultats, nous ne pouvons écarter l'hypothèse 

d'une relative conservation des gènes codant pour ces protéi- 

nes si l'on sait qu'une seule mutation ponctuelle - dans le 

cas présent, la mutation d'une Met par un autre acide aminé, 

Ile par exemple ou vice-versa - suffit pour obtenir des car- 

tes peptidiques complètement différentes, après coupure au 

bromure de cyanogène. Ce type de mutation se produit fréquem- 

ment chez des protéines par ailleurs fortement conservées au 

cours de l'évolution. C'est le cas, par exemple, des 

myoglobines du coeur de mouton et de porc (HAN et ai., 1972, 

ROUSSEAUX et  al., 1976). 

6.2. Comparaison immunochimique 

Dans le but de compléter l'étude comparative des protéi- 

nes de NF (NF-M et NF-H), nous avons utilisé des techniques 

immunochimiques a l'aide d'anticorps polyclonaux dirigés con- 

tre 2 produits de coupure au BrCN. 

Avant d'exposer nos résultats, voici les conditions de 

préparation de ces antigènes (HAN et  al., 1986) . 
La technique de PAGE-SDS préparative permet l'isolement 

d'un antigène recherché en grande quantité. Par conséquent, 

elle offre un moyen à la fois simple et rapide 

(MENDEL-HARTVIG, 1982) de plus en plus utilisé de nos jours 



pour la production des anticorps. Nous avons adopté cette 

méthodologie pour produire chez le lapin 2 immunsera dirigés 

contre 2 produits de coupure au BrCN : 

- un immunserum anti-135 kDa (Ac 135K), dirigé contre le 

fragment C-terminal 135 kDa, obtenu après coupure de la 

sous-unité H des NF de boeuf. 

- un immunserum anti-85 kDa (Ac 85K), dirigé contre le 

fragment C-terminal 85 kDa, obtenu après coupure de la 

sous-unité M des NF de boeuf. 

Pour ce faire, après coloration et décolaration des gels 

préparatifs, la bande 85 kDa (ou 135 kDa) est excisée, 

électroéluée, dialysée ensuite abondamment contre une solu- 

tion physiologique (NaCl 9 p. 1000) et enfin injectée par 

voies intradermiques a des lapins néo-zélandais blancs, selon 

le protocole de VAITUKAITIS e t a l . ,  1971. 

L'Ac 135K et l'Ac 85K ont d'abord été testés par 

immunorévélation des blots après PAGE-SDS sur les sous-unités 

L, M et H de boeuf et de porc avant coupure (Figure 24, par- 

ties B et c). Un anticorps réagissant avec le triplet de NF 

est utilisé en parallèle (partie A). 

Sur la Figure 25 sont rassemblés les profils de recon- 

naissance des produits de coupure au BrCN des mêmes 

sous-unités par ces anticorps Ac 85K (partie A) et AC 135K 

(partie B). 

Ces derniers ont servi par ailleurs à localiser les pro- 

téines de NF sur des coupes de cervelet de boeuf et sur le 



cortex humain, par immunohistochimie (MAHBOUB et al., 1986). 

Précisons tout d'abord que la sous-unité 1, n'est reconnue 

ni par Ac 135K ni par Ac 85K, puisqu'elle ne possède pas les 

extensions C-terminales caractéristiques de M et H. 

Seules les sous-unités H de porc et de boeuf ainsi que leurs 

produits de coupure réagissent positivement avec Ac 135K, 

avec toutefois une immunorévSlation plus nette chez le boeuf 

que chez le porc (Figure 25, partie B, cou loi^: 6). 

De plus, cet anticorps reconnait chez le boeuf (bien que 

faiblement) un peptide de 39 kDa alors que celui-ci n'est 

pas détectable par la coloration au bleu de Coomassie. Ce ré- 

sultat pourrait s'expliquer par la faible coupure d'une 

liaison Met-Ser ou Met-Thr (SCHROEDER et al., 1969 ; HAN g 

&, 1983). 

Il présente une immunoréactivité qui appnrait plus in- 

tense sur la sous-unité M chez le boeuf, avarit et après cou- 

pure au BrCN. Le profil de reconnaissance par cet anticorps 

des produits de coupure des 2 sous-unités M et: H de boeuf et 

de porc est présenté sur le Tableau IX. 





TABLEAU IX 

R6action des soue-unit66 prot6iques des NF de boeuf 
(LbI bI Hb)! de porc (L,, MvI HP) et de leiirs produits de 
coupure au BrCN (M'aI HtbI MtPI Hlp) avec ].es anticorps 

AC-135K et AC-8%. 

b r boeuf 
p t porc 

ML 

- 

110 + 
85 + +  
'55 + 
35,5 pj- 

H; 

une 

t io in ie  

- 

Mb 

- 

- 

180 ++ 
170 + + 
155 ++ 
135++ 
3 9 +/- 

160 + 
155 + 
1354- 
il0 +/- 
8 2 -t/- 

* 

L P  

- 

- 

I 

Lb 

- 

- 

M b  

- 

++++ 

HP 

+ +  

- 

A c 1 3 5 K  

A c  85 K 

Mp 

- 

+ +  

H b  

t +  

+/- 



L'ensemble de ces résultats plaide en faveur d'une 

localisation du fragment 135 kDa dans la région C-terminale 

de NF-H, car ni NF-LI ni NF-M ne sont reconnues par Ac 135K. 

Rappelons que NF-L possède dans sa région N-terminale une sé- 

quence commune aux trois protéines des NF (Figure 14). Puis- 

que Ac 135 reconnait les NF-H de porc et de boeuf, ces deux 

espèces possbderaient plusieurs épitopes comniuns dans leur 

région C-terminale. 

Cependant, la comparaison des cartes peptidiques au BrCN 

des NF-H de boeuf et de porc révèle des profils 

électrophorétiques tout à fait différents, dans la mesure où 

le peptide 135 kDa de boeuf n'est pas retrouve chez le porc. 

N'existerait-il pas des résidus méthionyl dans cette région 

C-terminale chez le porc, contrairement aux résultats rap- 

portés par GEISLER et al., 1983 3 

Par ailleurs, l'absence de réactivité de la protéine NF-L 

du boeuf par Ac 85K confirme la localisation du fragment 85 

kDa dans la partie C-terminale de NF-M. Cet anticorps 

reconnait effectivement la NF-H de boeuf pal: son fragment 

135kDa, prouvant ainsi la présence de séquenc:es épitopiques 

communes aux parties C-terminales des NF-H et NF-M de boeuf. 

L'étude comparative des deux espèces à l'aide de Ac 85K mon- 

tre que les produits de coupure BrCN des protéines NF-M de 

boeuf et de porc sont différents, avec des peptides de faible 

masse moléculaire pour le porc. Par conséquent:, puisque nous 

n'observons pas de fragment 85 kDa parmi les produits de 



coupure chez le porc, il est permis de supposer, là encore, 

l'existence de résidus méthionyl dans cette partie 

C-terminale. 

L'Ac 85K reconnait faiblement un produit de coupure BrCN 

de la sous-unité M de boeuf, laissant supposer l'existence 

d'une liaison Met-Ser ou Met-Thr l'intérieur de ce fragment 

85 kDa, dont la coupure par le bromure de cyariogène est limi- 

tée ( voir chapitre 2.2.1. page 21 ; SCKROEDER e t  al., 1969 ; 

HAN e t  al., 1983). 

En résumé, l'ensemble des résultats portant sur la compa- 

raison immunochimique des cartes peptidiques au BrCN des NF 

de boeuf et de porc et sur les études immunohistochimiques 

(MAHBOUB et  al., 1986), nous permettent d'aboutir aux conclu- 

sions suivantes : 

- les protéines NF-M de boeuf et de porc semblent diver- 

ger au niveau de leur domaine C-terminal, 

- par contre, une certaine identité de structure 

s'observe entre les sous-unités M et H de boeiif, que l'on ne 

retrouve pas chez le porc 

- l'Ac 85K et l'Ac 135K marquent spécifiqiiement les NF de 

la substance blanche et de la substance grise (MAHBOUB g 

al., 1986). 



II. SURESTIMATION DE LA MASSE MOLECULAIRE APPARENTE DES 
PROTEINES APRES MODIFICATION CHIMIQUE SUR PAGE-SDS 



Evidence for the Overestimation of Molecular 
Masses of Proteins after Chemical Modification 
and Chemical Crosslinks on Sodium Dodecyl 
Sulfate/Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(SDS-PAGE)+ 

Claude Richard and Kia-Ki Han* 
L'Unité No 16 de l'INSERM & Laboratoire de Biochimie Structurale, Faculté de Médecine, Place de Verdun, 
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Malika Balduyck and Jacques Mizon 
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Human trypin inhibitor (home prepared), Iactalbumin, trypinogen, carbonic anhydrase, and bovine semm albumin 
were submiîted to succinylation and their molecular masses were determined by SDS-PAGE according to the method 
of Weber and Osborn (1969 J. Biol. Cliem. 244,4406) before and after chemical modification. High estimates of 
their molecular masses were obtained. The monomer and dimer of arrowhead inhibitor proteinase-B (Chinese 
vegetable legume) obtained after chemical crosslink(s) were also submitted to SDS-PAGE and their apparent 
molecular masses were also determined and compared to the native arrowhead inhibitor proteinase-B. Abnormally 
high estimates of their molecular masses were obtained. Our results agree with those in the literature. 

INTRODUCTION 

Electrophoresis in polyacrylamide gels is one of the most 
effective, flexible and sensitive methods for fractionating 
and characterizing complex mixtures of biopolymers. It 
has an almost unrivalled ability to resolve mixtures of 
proteins and polypeptides. SDS-PAGE is a powerful 
analytical tool for physicochemical studies, molecular 
mass determinations, examination of protein patterns 
and peptide mapping after both enzymatic partial 
cleavage (Cleveland et al., 1977) or chemical cleavage(s) 
(Mahboub et al., 1986; Han et al., 1986). SDS-PAGE is 
routinely used because polyacrylamide gel is an excel- 
lent support medium for electrophoresis, is transparent, 
is free from charged or reactive groups, has good 
mechanical properties and is easily prepared. Polyacry- 
lamide gels typically yield higher resolution than other 

t This work is the partial fulfilment of the Exchange programs 
between French Medical Research Council (French INSERM) and 
Academia Sinica (University of Nanjing). Grants No. CS-RN-739, 
HN-CP-1.045, and CS-RN-842 during the years of 1984, 1986, 1987 
and 1989 for the tenure of four 3 months trips to China by Dr Kia-Ki 
Han. 

This work is the partial fulfilment of the short visit of Prof. De-Xu 
Zhu to Lille, France during the month of September 1988 via French 
Association Recherche sur le Cancer's Channel (ARC Grant No. 6.715 
to Dr Kia-Ki Han). 

$ Author to whom correspondence should be addressed. 
Abbreoiations: AI-B, arrowhead inhibitor proteinase-B; DMA, 

dimethyladipimidate; DMS, dimethyl suberimidate; EGS, ethylene 
glycol bis succinimidyl succinate. SDS-PAGE, sodium dodecyl sulf- 
ateJpolyacrylamide gel electrophoresis; Mc, molecular masses; kDa, 
kilodaltons. 

support media. The versatility of SDS-PAGE is reflected 
in the large number of special techniques and the huge 
literature concerning individual applications. 

Weber and Osborn (1969) reported the reliability of 
molecular mass (M,) determination by SDS-PAGE. This 
method provides a simple, accurate and yet powerful 
technique for M, characterization of proteins. The M, 
of the polypeptide under investigation is determined by 
comparing its electrophoretic mobility with those of 
protein standards of known M,. Under ideal conditions, 
in SDS-PAGE, the steric resistance to movement 
experienced by different molecules in a uniform gel 
approximates to a logarithmic function of their 
molecular size. Commercial electrophoresis calibration 
kits with both high M, and low M, are now available. 

Recently Feeney (1987) and Han et al. (1987) have 
extensively reviewed the chemical modification(s) and 
Han et al. (1984) have reviewed the chemical cross-links 
of proteins. Yang et al. (1988) have recently observed 
abnormal and unexpected apparent high M, of arrow- 
head inhibitor proteinase-B (AI-B) in SDS-PAGE after 
chemical crosslinks using bifunctional reagent(s). 

Means and Feeney (1971) stated that succinylation 
changes the cationic amino groups of protein to electri- 
cally acidic side chains (e.g., anionic residues). The 
resulting change from positive charge to negative leads 
to greater changes in electrostatic relationships and 
frequently brings about the dissolution of aggregated or 
subunit proteins or major conformational changes. Suc- 
cinylation and maleylation are preferable to acetylation 
for the modification of amino groups because, in most 
cases, products of the former are likely to be more 
soluble in the medium at pH 8-9. 
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S2 S2 S1 sJc CA 9 Lac SI SI 
SUC suc 

Figure 2. SDS-PAGE pattern of standard marker proteins of high 
M, (S2) (bovine serum albumin, phosphorylase-b. LDH, catalase) 
and of low M, (SI) (lactalbumin, trypsinogen, carbonic anhydrase, 
egg white albumin, bovine serum albumin and phosphorylase-b). 
The SDS-PAGE pattern of low M, marker proteins succinylated in 
their mixture (SI Suc). SAB Suc, serum albumin bovine succinylated 
individually; CA Suc, carbonic anhydrase succinylated individually; 
Tryp Suc. trypsinogen succinylated individually; Lac Suc, lactal- 
bumin succinylated individually. 

crosslinking were obtained according to their R, in 
SDS-PAGE and compared with protein standards of 
known M ,  as shown in Figure 5. 

The following standard proteins, lactalbumin, tryp- 
sinogen, carbonic anhydrase, bovine serum albumin, 
phosphorylase-b and egg albumin in the mixture, and 
lactalbumin, trypsinogen, carbonic anhydrase and 
bovine serum albumin individually, were submitted to 

Figure 4. The SDS-PAGE pattern of native arrowhead inhibitor 
proteinase-B (Al-B), monomer of Al-B. dimer of Al-B obtained by 
chemical crosslinking by DMA, DMS and EGS. a, native Al-0; b, 
rnonomer of Al-B crosslinked by DMA; d, standard markers of 
proteins (from lactalbumin, trypsin inhibitor, carbonic anhydrase, 
ovalbumin, bovine serum albumin, phosphorylase-b); c and e, dimer 
of Al-B crosslinked by DMS and EGS; f and g, monomer of Al-B 
crosslinked by DMS and by EGS. Stained by Coomassie Blue. 

succinylation. The succinyl-protein(s) were submitted 
to SDS-PAGE and their apparent M,(s) were calculated. 

Table 1 summarizes the apparent M, before and after 
succinylation and the lysine contents of lactalbumin, 
trypsinogen, carbonic anhydrase and SAB. 

Table 2 summarizes the M,(s) of AI-B cross-linked 
by DMA, DMS and by EGS. 

The use of labelled succinic anhydride is frequently 
recommended since detection of succinyl-protein(s) by 
Coomassie Blue was inefficient because the sensitivity 
was drastically decreased. Even by using the silver stain- 
ing technique, irregular and non-reproducible results 
occur on the quantitation of their sensitivity on SDS- 
PAGE staining of the succinyl-protein(s). Therefore 

Figure 3. Deterrnination of the apparent M, of standard rnarker 
protein before and after succinylation obtained according to their 
R, in the SDS-PAGE pattern. Lactalbumin. trypsinogen, carbonic 
anhydrase, bovine serum albumin were succinylated individually 
and the M, line was established by measuring the R, of classical 
rnarker proteins (from lactalbumin, trypsinogen, carbonic 
anhydrase. egg white albumin, bovine serum albumin and 
phosphorylase-b.) 

Figure 5. Determination of the apparent M, of Al-B before and after 
chemical cross linking performed according to their if, in SDS- 
PAGE and compared with those of protein standard markers of 
known M, (lactalbumin, trypsin inhibitor-soybean, carbonic 
anhydrase, ovalbumin. bovine serum albumin and phosphorylase-b). 
a, Native Al-B; b. monomer of Al-B crosslinked by DMA; c and e, 
dimer of Al-B crosslinked by DMS and EGS. f and g, monomer of 
Al-B crosslinked by DMS and by EGS; d, standard marker proteins. 
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CONCLUSION 



Le recours à la biologie moléculaire était nécessaire 

pour déterminer la structure primaire complète des 3 protéi- 

nes de neurofilament chez la souris, le rat et l'homme, par 

déduction à partir des séquences nucléotidiques des ADN com- 

plémentaires (ADNc) codant pour ces protéines. Quant aux 

structures primaires complètes des protéines de NF de boeuf 

et de porc, elles ne sont pas encore élucidées jusqu'a pré- 

sent, exceptée la NF-L du porc. 

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes 

intéréssés à la structure des sous-unités L, M et H des NF de 

boeuf et de porc, plus particulièrement aux extensions 

C-terminales de M et H, dans le but de détecter d'éventuelles 

homologies de séquence entre ces protéines. 

Notre méthodologie d'étude a été la suivante : 

- obtenir d'abord des cartes peptidiques sur gel de 

polyacrylamide en milieu SDS des trois protéines après cou- 

pure par différents agents chimiques (bromure de cyanogène, 

BNPS-skatole, NTCB) et les comparer les unes aux autres, 

- caractériser ensuite ces fragments de c:oupure par des 

sondes immunologiques dirigées contre certaines régions de 

ces protéines. 

L'ensemble des résultats découlant de ces analyses nous 

ont conduit aux conclusions suivantes : 

- les domaines C-terminaux des protéines NF-M et NF-H du 

porc contiendraient au moins un résidu de méthionine 



- l'existence d'un résidu de méthionine en position 75 

kDa est localisé dans les protéines NF-M et NF-H de boeuf 

- les protéines NF-M de boeuf et de porc semblent diver- 

ger au niveau de leur domaine C-terminal 

- par contre, une certaine identité de structure 

s'observe entre les protéines NF-M et NF-H de boeuf, que l'on 

ne retrouve pas chez le porc. 

Rappelons que ces conclusions sont basées uniquement sur 

la coupure chimique par le bromure de cyanogèrie. 

Les régions C-terminales de NF-M et NF-H sont fortement 

phosphorylées, provoquant une migration anormale de ces 2 

protéines sur PAGE-SDS. Nous avons observé, pour notre part, 

une surestimation de la masse moléculaire apparente des pro- 

téines sur PAGE-SDS après succinylation ou après pontage par 

des réactifs bifonctionnels. L'introduction de groupes char- 

gés négativement et le blocage de charges positives par modi- 

fication chimique augmentent la masse moléculaire apparente 

de 25 a 62 % 



MATERIEL ET METHODES 



Preparation des Neurofilaments (NF) .................. 124 
Electrophor&se sur gel de polyacrylamide en milieu 

denaturant (PAGE-SDS) (LAEMMLI,1970) ................. 124 
Diagrammes densitom6triques des gels ................. 128 
Calcul des taux de clivage ........................... 128 
Determination de la composition 

en acide8 amines........................ ............. 129 
Coupure des liaisons methionyl par le bromure de 

cyanogbne, dtapr&a LONSDALE-ECCLES et al., 1981.. .... 129 
Coupure des liaisons tryptophyl par le BNPS-skatole, 

d'aprhs HUNZIKER et al., 1980.......... .............. 130 
Coupure des liaisons cysteine par le NTCD, dtapr&s 

DEGANI et PATCHORNIK, 1974.............. ............. 131 
Transfert des proteines du gel de polya~~ylamide 

analytique sur feuille de nitrocellulose 

("Western Blot") (TOWBIN et al., 1979) ............... 132 
Immunor6v6lation des "Western Blot"..... ............. 133 
Succinylation des proteines, dtapr&s HABEEB 

et al., 1958............................ ............. 134 



1 .  Préparation des Neurof ilaments (NF) 

Les NF son t  prepares 2 p a r t i r  de n ioel le ep in i i i i re  f r a i c h e  

de boeuf ou de porc ,  s u l v a r ~ t  i ~ r i e  r r i u d i f ~ c a t i u n  d e  l a  t 8 ~ h r ~ i q u e  

mise au p o i n t  pa r  DELACOURTE eC a l . ,  ( 1 9 8 0 ) .  

- 300 g de moe l le  &p jn i .$ re  son t  harnoy&n&i~s&s 5 + 4 " C  dans 

500 m l  de tampon IqEÇ O,  1 M pH t,5" EGTA 1 rnIVI, MgCl a., si >: 

f o i s  15 secondes : 3 Fo is  a p e t i t e  v i t e s s e  p u i s  3 - f a i s  5 

grande v i  tesse,  avec des i n t e r v a l . l e s  d'au-i--$t, de 15 secondes. 

- 1Vhomogenat e s t  c e n t r i f u y 6  ii 66000 g ( r n t a r  70T i ,  

Beckman) pendant 30 min a t4"C. 

- l e  surnageant e s t  p r 6 l e v 6  p u i s  add i  tienne de tampon MES 

contenant  20 % de g l y c e r o l .  

- l e  melange e s t  incube 15 min a 37°C e t  c e n t r i f u g e  1 h  

222 000 g a 2 7 ° C .  

- l e s  c u l o t s  de c e n t r i f u g a t i o n  ciontenant l e s  NF b r u t s  

s o n t  homog&n&is&s dans du tampon reducteur  de LAEMMLl e t  ana- 

l y s e s  pa r  & lec t ropho r&se  s u r  g e l  de po lyacry larn ide.  

2. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu 

dénaturant (PAGE-SDS) (LAEMMLI, 1970) 

Cuve a & lec t ropho r&ss  v e r t i c a l e  I Protean Double S lab  

E l e c t r o p h a r e s i s  B i o  Rad i r k f ,  716 514 2 0 ; .  

2.1. Solutions 



Solution A h 5 % d'acrvlamide 

Acrylamide 50,OO g 

Bis acrylamide 1133 g 

Tris 45,30 g 

SDS 1100 g 

TEMED 0,3 ml 

HC1 5,6 N qsP PH 818 

Eau ultra pure qSP 110 1 

Solution B à 20 % d'acrvlamide 

Acrylamide 200,OO g 

Bis acrylamide 5132 g 

Tris 45/30 g 

SDS 1100 g 

TEMED 0,3 ml 

HC1 5,6 N qsP PH 818 

Eau ultra pure qsp 1,OO 1 

Solution C de concentration 

Acrylamide 30,OO g 

Bis acrylamide 0180 g 

Tris 15,lO g 

SDS 1100 g 

TEMED 0,5 ml 

HC1 5,6 N qSP PH 618 

Eau ultra pure qsp 1,OO 1 



Solution aqueuse de persulfate d'ammoniuni à 10 % (p/vl 

( a  préparer extemporanément) 

Tampon d'électrophorèse (4 fois concentré, a diluer au 1/4e 

avant emploi) 

Tris 1210 g 

Glycocolle 57t2 g 

S DS 410 g 

HC1 5,6 N qSP PH 813 

Eau ultra pure qsp 1,OO 1 

Tampon de dénaturation des protéines 

Tris-HC1 62,s mM pH 6,8 

EDTA 3 mM 

EGTA 3 mM 

S DS 5 % (P/V) 

P-mercaptoéthanol 5 % ( V/V 

glycérol 10 % (vl'v) 

Standards protéisues (Kit Bio Rad) 

-Standards de haute masse moléculaire : 

Myosine 200,000 kDa 

P-galactosidase ( E .  coii) 116,250 kDa 

Phosphorylase b (muscle du lapin) 97,400 kDa 

Albumine sérique (boeuf) 66,200 kDa 

Ovalbumine (poule) 42,699 kDa 



-Standards de basse masse moléculaire : 

Phosphorylase b (muscle du lapinj 97,400 kDa 

Albumine sérique (boeuf) 66,200 kDa 

Ovalbumine (poule) 42,699 kDa 

Anhydrase carbonique (boeuf) 31,000 kDa 

Inhibiteur trypsique (soja) 21,500 kDa 

Lysozyme (blanc d'oeuf de poule) 14,400 kDa 

Solution de coloration des sels 

Bleu Brillant de Coomassie R250 

Acide trichloracétique 50 % (p/v) 

Méthanol 

Eau ultra pure 

Solution de décoloration des uels 

Acide acétique 

Méthanol 

Eau ultra pure 

2.2. Mode operatoire 

Electro~hor&se analvtique 

Celle-ci est réalisée sur un gradient de concentration en 

acrylamide de 5 à 20 % préconisé par THORPE etai.(1979). 



Electrophorèse ~réparative 

Le protocole utilisé reste identique, exceptée 

l'épaisseur des gels (3,O mm au lieu de 1,s mm). 2 à 5 mg de 

NF dénaturés 3 min a 100 OC sont sépar6s pendant une nuit 

sous un courant de 20 mA. Les bandes de gel colorées corres- 

pondant aux 3 protéines des NF sont découpées séparément et 

stockées a -20°C jusqurau moment de leur utilisation pour les 

coupures chimiques. L'homogénéité de chaque bande est contrô- 

lée sur PAGE-SDS analytique. 

3. Diagrammes densitom6triques des gels 

La lecture densitométrique des couloirs 

électrophorétiques des gels colorés au CBB-R250 est effectuée 

a 540 nm sur un photomètre intégrateur enregistreur Vernon 

modgle PHI-6. 

4 .  Calcul des taux de clivage 

L'estimation du taux de coupure chimique des 3 protéines 

des NF s'obtient a partir de la lecture densitométrique des 

PAGE-SDS analytiques. La surface de chaque pic est découpée 

et pesée. Ce calcul est approximatif mais il donne néanmoins 

une idée sur le rendement de la coupure chimique. 



5 .  Ddtermination de la composition en acides amine8 

Après un PAGE-SDS préparatif des proteines de NF, la bande 

de gel correspondant à l'une ou l'autre des protéines est dé- 

coupée en petits cubes ( environ 100 cubes par protéine et 

par gel). 2 à 4 morceaux de gels (2 à 4 m o l  de protéine) 

sont homogénéisés dans un potter Elvehjem contenant 2 ml de 

tampon phosphate 0,05 M , pH 7,5-8,O et centrifugés. Le sur- 

nageant obtenu est ensuite dilué à 5 ml avec de l'eau dis- 

tillée. 

A 1 ml de cette solution sont ajoutés 1 ml d'acide 

chlorhydrique 11,6 N et 20p1 d'une solution aqueuse de phénol 

à 5 % L'hydrolyse de la protéine s'effec:tue à 10S°C pendant 

24 h dans un tube scellé sous vide. 

La composition en acides aminés est déterminée sur 

l'hydrolysat lyophilisé à l'aide d'un Arlalyseur Multichrome 

Beckman. 

La composition en tryptophane est obtenue après hydrolyse 

de la protéine en présence d'acide mercaptoéthane sulfonique 

(PENKE et a l . ,  1974). 

6. Coupure des liaisons methionyl par le bromure de 

cyanogène, d'après LONSDALE-ECCLES et al., 1981. 

Immédiatement avant traitement par la BrCN, les bandes de 

gels de polyacrylamide correspondant à chacune des 3 protéi- 



nes des NF sont équilibrées pendant 10 min dans 5 ml d'une 

solution aqueuse d'acide formique à 70 % (v/v). Chaque bande 

de gel est ensuite découpée en petits cubes que l'on place 

dans des tubes où l'on rajoute 8 ml d'une solution d'acide 

formique à 70 % contenant 20 mg de BrCN. Les contrôles sont 

effectués parallèlement dans l'acide formique mais sans BrCN. 

Après 24 h d'incubation à température ambiante à l'obscurité 

sous atmosphère d'azote, les milieux réactionnels sont 

dialysés à +4OC successivement contre : 

- une solution d'acide acétique à 10 % (4 fois 100 ml) 

- du tampon d'électrophorèse 4 fois concentré 

- du tampon d'électrophorèse contenant 2 % de 

2-mercaptoéthanol et 20 % de glycérol. 

Les solutions contenant les fragments polypeptidiques ou 

leurs contrôles sont ensuite concentrées en plaçant les bou- 

dins de dialyse à +4OC pendant 72 h sur iine feuille de papier 

Whatman NO3 saupoudrée de Sephadex G200 ou de polyéthylène 

glycol. 

7. Coupure des liaison8 Tryptophyl par le BNPS-skatole, 

d'apres HUNZIKER et al., 1980. 

La bande de gel préparatif contenant une des 3 protéines 

des NF est équilibrée dans une solution aqueuse d'acide 

acétique à 70% (v/v) contenant 0,1% de phénol. Le gel est 

prélevé, coupé en dés que l'on transfère et que l'on broye 



dans un potter à l'aide de 10 ml de la solution précédente 

(par bande de gel). 

La coupure au BNPS-skatole s'effectue dans un Erlenmeyer 

à col rodé et à double paroi pendant 48 heures à température 

ambiante à l'obscurité en présence de 10 équivalents (10 mg) 

de réactif par bande de gel . 
Après addition de P-mercaptoéthanol (20 pl/gel) et incu- 

bation 5 heures 37OC, la solution proteique est placée dans 

un boudin et dialysée contre du tampon d'électrophorèse 

(Tris/Gly/SDS) 4 fois concentré contenant 20% de glycérol 

(changer plusieurs fois de tampon) puis contre du tampon 

d'électrophorèse (Tris/Gly/SDS) contenant 20% de glycérol, 2% 

de 2-mercaptoéthanol. 

La solution protéique est ensuite coricentrée en laissant 

le boudin en contact avec du Sephadex G200 sur un papier fil- 

tre pendant un week-end. 

8. Coupure des liaisons cysteine par la NTCB, 

drapras DEGANI et PATCHORNIK, 1974. 

Les bandes de gels de polyacrylamide correspondant à 

chacune des 3 protéines des NF sont équilibrées pendant 4 h 

dans 10 ml de tampon Tris-HC1 0,l M, pH 8,2, KC1 0,s M, urée 

6 M, EDTA 3mM. Les morceaux de gel sont séchés dans un 

dessicateur puis réhydratés dans une solution fraîche du même 

tampon auquel a été rajouté le NTCB, à raison de 10 mg de 



réactif par bande de gel (excès 10 fois). Le pH est immédia- 

tement réajusté à 8,2 et le milieu réactionnel laissé à 37OC 

pendant 40 h sous atmosphère d'azote et sous agitation. La 

réaction est stoppée en diminuant le pH à 4,O avec de l'acide 

acétique. 

91 Transfert des proteines du gel de polyacrylamide 

analytique sur feuille de nitrocellulose 

("Weetern Blotfl) (TOWBIN et al., 1979) 

Matériel 

Appareil LKB 2005 Transphor Electrobl-otting Unit (Broma, 

Sweden ) 

Nitrocellulose Schleicher & Schull, ré£. BA 85 (0,45 p )  

Tampon de transfert 

Tris-HC1 25 mM, pH 8,3 

Glycocolle 150 mM 

Méthanol 20 % 

Mode opératoire 

Le gel de polyacrylamide est placé en contact avec la 

feuille de nitrocellulose préalablement équilibrée dans le 

tampon. Le transfert s'effectue pendant 5 h à 60 V, en évi- 

tant l'échauffement de la cuve l'aide d'une circulation 

d'eau courante. Après électrotransfert, les protéines sont 



colorées pendant 5 min par une solution aqueuse de Rouge 

Ponceau à 0,2 % contenant 3 % d'acide trichloracétique. Après 

plusieurs lavages de la feuille de nit~:ocellulose à l'eau 

distillée, celle-ci est, soit séchée puis stockée à tempéra- 

ture ambiante, soit utilisée immédiatement pour 

l'immunorévélation. 

10, Irnmunor4v4lation dee "Weetern Blotw 

Réactifs et tamDons 

- TBS : Tris-HC1 10 mM, pH 7,4 

NaCl 150 mM 

- TNT : ( à  préparer extemporariément) 

Tween 20 1 g 

TBS qsp 1 1 

- Révélateur : (à  préparer extemporanément) 

4-chloro-1-naphtol (Sigma C8890) 50 mg 

à dissoudre dans 17 ml de méthanol 

TBS qsp 100 ml 

HzOz (30 %, v/v) 60 pl 



11. Succinylation dee proteinee (HABEEB et al., 1958) 

0,l a 3 mg de protéine purifiée sont dissous dans 1 ml de 

tampon phosphate pH 9,5 ; 1 à 4 mg d'anhydride succinique 14C 

cristallisé (soit 50 pCi, 1/85 Mbq) sont ajoutés à la solu- 

tion en agitation toutes les 10 min pendant 70 min. Il est 

conseillé de dissoudre préalablement le réactif marqué dans 

une solution de dioxane. Le milieu r6ac:tionnel est maintenu 

à pH 8,O-9,s avec de la soude 0,l N. Après avoir laissé la 

réaction se poursuivre pendant 16 h a 20°C sous agitation, on 

la stoppe par dilution avec de l'eau distillée (qsp 50 ml) 

puis lyophilisation. 
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Le p r i n c i p e  de l a  méthode de Cleveland a  e t 6  u t i l i s e  
pour G t a b l i r  des homologies e n t r e  d i f f e r e n t e s  p ro te ines  mais en 
remplaçant l a  f ragmentat ion p r o t ë o l y t i q u e  des p ro te ines  ëtud iëes 
par  des coupures chimiques. Nous avons appl ique c e t t e  mëthode cou- 
pure chimique/analyse ë lec t rophorë t ique avec r ë v ë l a t i o n  chimique 
ou immunologique a l a  comparaison des p ro të ines  des Neurofi lacnents 
(NF) de l a  moel le  ë p i n i ë r e  de boeuf ou de porc,  NF-L ( 7 Q K ) ,  NF-M 
(160K) e t  NF-H (210K). Les données de l a  l i t t ë r a t u r e  indiquent que 
ces t r o i s  p ro të ines  o n t  une p a r t i e  q u i  l e u r  e s t  commune. Le c l i -  
vage par l e  BNPS-skatole permet de dëcouper l e s  d i f f e r e n t e s  
sous-unitës des NF de boeuf au niveau d'un res idu  de tryptophane 
s i t u 6  dans l a  p a r t i e  q u i  l e u r  e s t  commune. Le c l i v a g e  au bromure 
de cyanogëne condu i t ,  a p a r t i r  de NF-M e t  de NF-H, a deux f rag -  
ments majeurs, 85K a p a r t i r  de NF-M e t  135K a p a r t i r  de NF-H q u i  
correspondent a l ' e x t r é m i t e  C-terminale de ces deux chaînes. Le 
c l i v a g e  au NTCB découpe NF-L en deux fragments de 36 e t  28 K .  Il 
e s t  sans a c t i o n  sur  NF-M malgre l a  presence de cys te ine  e t  a  une 
a c t i o n  l i m i t é e  sur NF-H. 

Cet te  technique a  ensu i te  ë t é  u t i l i s ë e  pour comparer l e s  
p ro te ines  des NF chez l e  porc e t  l e  boeuf aprës p rëpara t i on  
d 'an t i co rps  a n t i - p r o t 6 i n e s  NF ou ant i - f ragments obtenus apres cou- 
pure au B r C N  (135 K e t  85 K ) .  Cher NF-L, l e s  ca r tes  pept id iques  
obtenues chez l e  porc e t  l e  boeuf o n t  une grande s i m i l i t u d e .  
L 'analog ie e s t  moins n e t t e  pour l e s  deux aut res p ro të ines  NF-M e t  
NF-H. Les fragments majeurs obtenus chez l e  boeuf (85 K e t  135 K) 
ne sont pas ret rouvës cher l e  parc.  Des immunserums prëparës a 
p a r t i r  de ces deux fragments rëagissent  aussi  b i e n  avec l e s  chaî-  
nes de boeuf correspondantes avant c l i v a g e  qu9apr&s c l i v a g e .  Les 
mêmes an t i co rps  reagissent ( p l u s  fa ib lement)  avant c l i v a g e  des 
sous-unitës de porc NF-H e t  NF-M, mais p l u s  du t o u t  apres c l i v a g e  
au B r C N .  Ces ëtudes about issent  a l a  no t i on  d'une c e r t a i n e  ana- 
l o g i e  en t re  chafnes H e t  M cher l e  boeuf mais de moins 
d'homologies e n t r e  boeuf e t  porc.  

La sures t imat ion  de l a  masse molëcu la i re  apparente des 
NF sur PAGE-SDS observee au cours de ce t r a v a i l  nous a  i n c i t e  a 
ë t u d i e r  l e  comportement ë lec t rophorë t ique de p ro të ines  modi f iees 
chimiquement par  s u c c i n y l a t i o n  ou par  pontages de r ë a c t i f s  
b i f o n c t i o n n e l s .  

Prëcëde une revue b ib l i og raph ique  p o r t a n t  d k n e  p a r t  sur  
l e s  ca r tes  pept id iques  en 6 lect rophorëse sur g e l  de polyacry lamide 
en m i l i e u  SDS, e t ,  d ' au t re  p a r t ,  su r  l e s  Fi laments In te rmed ia i res ,  

i l l e  de p ro te ines  B laque l e s  Neurof i laments.  


