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I - 1 L'hormone placentaire lactogéne

Au cours de la grossesse humaine, il existe une production trés abondante
d'hormones stéroides et protéiques, largement utilisées pour son diagnostic et sa
surveillance biologique.

La signification et le réle physiologigue des hormones stéroides ou
protéiques produites par ['unité foeto-placentaire sont souvent difficiles & préciser,
mais elles jouent certainement un réle dans le maintien de la gestation, dans la
croissance et le développement du foetus, ou dans le mécanisme de
déclenchement de la parturition a terme.

Chez I'nomme, ainsi que chez la plupart des mammiféres, le placenta
sécréte des hormones polypeptidiques. Le placenta humain en particulier,
synthétise des homologues de toutes les hormones hypophysaires, mais nombre
d'entre eux n'ont pas encore été purifiés et il est trés vraisemblable que certaines
horrones placentaires possedent plusieurs activités biolcgiques.

L'hormone lactogéne placentaire est une hormone peptidique synthétisée et
sécrétée en majeure partie par le syncytiotrophoblaste sans aucune participation
foetale. Des méthodes récentes d'immuno-fluorescence, d'histo-enzymologie
utilisant un anticorps monoclonal spécifique anti-hPL montre que cette derniére est
présente entre le chorion et la caduque pariétale et dans de nombreuses cellules
de la caduque basilaire (Sakbun et coll, 1990).

| - 1.1 Historique

En 1933, Seley et al. avaient montré chez le rat hypophysectomisé entre le
10éme et le 14éme jour de la gestation, que la présence d'une fonction pituitaire
intacte n'est pas nécessaire ni au maintien de la grossesse normale et de la
parturition, ni au déclenchement de la lactation.

Astwood et Greep, en 1938, ont démontré les effets lutéotropes d'extraits
placentaires : l'injection de ces extraits prolonge la fonction du corps jaune chez la
rate pseudo-gestante.



En 1945, Léonard observa chez la rate gestante aprés exérese des foetus,
des ovaires et de I'hypophyse, qu'une régression de la croissance mammaire n'était
observée que si le placenta n'était pas maintenu en place.

Vers 1961, lto et Higashi parvinrent a extraire du placenta humain a terme,
une substance protéique qui présentait une activité prolactinique dans le test du

jabot de pigeon.

.’ :
D'autre part, en 1959, Contopoulos et al. ont suggéré la présence dans le

placenta d'une substance exergant des propriétés somatotropes, et postulérent
également l'existence de substances Ilutéotropes chez la rate gravide
hypophysectomisée.

L'analyse de ces observations préliminaires suggérait donc I'existence de
substances d'origine placentaire exercant des effets lutéotropes, mammotropes et
lactogénique, primordiaux pour le maintien de la grossesse chez I'animal
hypophysectomisé. Cependant, les éléments object.fs manquaient quant a l'origine
cellulaire, l'isolement et la caractérisation de cette ou des substances. Les premiers
rapports précis relatifs a l'isolement d'une hormone somatotrope et lactogénique
placentaire furent ceux de Fukushima (1961) qui isola par précipitation au sulfate
d'ammonium et chlorure de sodium une substance protéique placentaire douée
d'une activité somatotrope, et de Ilto et Higashi (1961) qui recourant a une
précipitation fractionnée par le sulfate d'ammonium, obtint un matériel d'activité

prolactinique.

C'est seulement en 1962 que Josimovich et Mac Laren, gréce a une réaction
croisée avec I'hormone de croissance humaine, isola cette hormone. En utilisant
une variante de la méthode de Li pour I'extraction de I'hormone de croissance, ils
réussissent a isoler de I'hPL purifi€¢ a environ 80 %. Celui-ci présentait un
comportement électrophorétique semblable a ceiui de I'hnormone de croissance.

La diversité des propriétés biologiques de cette hormone et les inconnues
qui subsistent dans la détermination de sa fonction ont introduit des variations sur
la terminologie employée. Elle a en effet, recu les noms suivants :

- "Chorionic growth hormone-prolactin’ (CG-P) par Kaplan et Grumbach

(1965).
- "Hormone chorionique somatommatrope humaine (hCS) par Li et al. (1968).

22—



- "Placental protein” (PP) par Friesen et al. (1965).
- "Purified placental protein (human)" (PP(h}) par Florini et al. (1966).

Néanmoins, depuis une conférence tenue en 1972 sur les hormones
lactogenes, le retour a la domination initiale utilisée par Josimovish et MacLaren

(1962) a été recommandé, a savoir "human placental lactogen" (hPL).

| - 1.2 Propriétés physico-chimiques de I'hPL

I - 1.2.1 Structure de I'hPL

L'hPL circule sous la forme de monomeére, sa structure primaire est
constituée de 191 acides aminés (Niall et al., 1971) comme pour I'hormone de
croissance humaine (hGH) alors que la prolactine bovine (0PRL) en compte 198.
Cependant, Li et al. (1971) et Sherwood et al. (1971) avaient proposé d'abord une
structure de 190 AA. La structure de I'hPL est donnée dans la figure 1.

Il existe deux ponts disulfures entre les résidus cysteyl 53 et 165, ainsi que
182 et 189.

Il n'y a qu'un seul tryptophane placé en position 86. Des travaux du
laboratoire ont mis en évidence l'existence de deux formes moléculaires par
filtration sur gel de Séphadex et par électrophorése analytique sur gel de
polyacrylamide. L'électrophorése permet de séparer une forme a migration trés
anodique (hPL1), d'une forme migrant juste en avant de I'albumine (hPL2). hPL1 et
hPL2 sont nterconvertibles I'une en l'autre. Belleville (1972) démontre que les
formes moléculaires d'hPL ne se différencient pas par leur poids moléculaire car les
deux formes ont le méme coefficient de sédimentation, et le méme coefficient de
diffusion. Ce serait des iso-hormones ne différant que par leur structure tertiaire
comme le confirma Goodmann et al. (1972). L'incorporation de "leucine tritiée" dans
du placenta en culture, montre que la néosynthése se fait préférentieilement sous
la forme hPL1 (Belleville et al., 1972) ; hPL2 serait une forme de réserve pré-
existante n'incorporant pas d'acides aminés et dont |'activité biologique est 25 fois
supérieure a celle de hPL1. Il ne sembie pas y avoir actuellement de réle spécifique
dévolu a hPL1 ou hPL2.
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Figure 1 : Structure primaire de 1'hPL d'aprés Li et al., 1971.



| - 1.2.2 Analogie entre hPL et les hormones hypophysaires

Il existe une forte homologie de séquence entre I'hPL d'une part, et la
prolactine et I'hormone de croissance hypophysaire d'autre part (Smal et al., 1986).
Toutes ces hormones appartiennent a une famille de protéines constituées d'une
chaine simple d'environ 200 amino acides, et comportant 2 & 3 ponts disulfures
intracaténaires, et des extrémités N et C terminales non bloquées’.

Tous les membres connus de cette famille, partageant plusieurs propriétés
biologiques et immunologiques sont issus d'un géne ancestral commun (Niall et al.,
1971 ; Wallis et al., 1981) qui, par duplications et évolution, aurait donné naissance
a des génes séparés codant pour I'hormone de croissance, la prolactine et
I'hormone lactogene placentaire humaine (Frantz et al., 1985 ; Nickel et al., 1990).

| - 1 3 Propriétés physiologiques de I'hPL

Le réle de I'hPL dans la croissahce et le métabolisme du foetus a été bien
défini par Yen et al. (1984) (Figure 2).

MERE PLACENTA FOETUS

AN

hGH
Mammotropique (\
insuline )
\fction
foie

_muscle

Tissue adipeux \Etglucose
acides |

¢ aminés

acides gras
libres

Figure 2 ;

Le réle physiologique de I'hPL durant la grossesse. L'hPL permet la mise en

reserve des glucides maternels assurant ainsi au foetus, un apport énergétique

constant sous la forme de glucose facilement assimilable.

—_5

L'hPL entraina 11ne mobilisation et une libération-des acides aras libres ()



| - 1.3.1 Propriétés somatotropes

Depuis les travaux de décapitation de I'embryon de lapin réalisé par Jost
(1947) chez le rat, sur le role de I'hypophyse foetale dans le développement
embryonnaire, il est maintenant admis que 'hypophyse foetale ne contribue que
trés partiellement a la croissance de I'embryon au cours de la gestation. |l semble
par contre, que cette croissance soit gouvernée par des sécrétions somatotropes
provenant en particulier du placenta.

Chez I'homme, (Erez et al., 1966), ou chez les bovins ( Li et al 1978), le fait
gue les embryons anencéphales parviennent a terme, suggeérent que les facteurs
de croissance extrahypophysaires sont impliqués dans le développement complet
de I'embryon. Chez les vaches gravides, |'existence d'une hormone placentaire a
activité de croissance, a été mise en évidence et cette hormone dénommée bPL
(bovine piacental lactogen) a une activité de croissance équivalente aux deux tiers
de sont activité lactogéne (Kelly et al., 1976). Chez les ruminants domestiques,
I'hnormone lactogéne placentaire posséde une capacité de liaison élevée (20 & 30
%) aux récepteurs somatotropes (Handwerger et al., 1974 ; Martal et al., 1975 ;
Chan et al.,, 1976 ; Reddy et al., 1978 ; Freemark et al., 1990). Chez le mouton, une
hormone placentaire de croissance a été purifiée par Martal et al. dés 1975, puis
mise en évidence a partir de 1977, par Martal et al. L'activité de croissance de cette
hormone, dénommée oPL (ovine placental lactogen), a été étudiée par son action
sur la croissance des cartilages des épiphyses tibiales de rats hypophysectomisés.
Les animaux ainsi traités présentaient une nette augmentation de I'épaisseur des
cartilages épiphysaires par rapport aux animaux témoins (Chan et al., 1976 ; Martal
et al., 1977 ; Martal et al., 1980). D'ac*res études in vivo ont également démontré
que cette hormone favorise le gain de poids (Martal et al., 1980) et la sécrétion de
somatomedin C/IGF,; (Gluckman et al., 1988 ; Caufriez et al., 1990 ; Lassarre et al.,

1991).

Comment les hormones placentaires interviennent-elles dans la croissance
embryonnaire et foetale ? Les recherches effectuées sur une famille de peptides a
activité insulino-mimétique et mitogéne, dont le poids moléculaire est compris entre
7 et 8 Kd, ont commencé d'apporter un début de réponse a ces questions. Ces
peptides, ou IGF (Insulin-like growth factors), interviendraient vraisemblablement
comme médiateurs de la fonction somatotrope de 'hormone de croissance et il a
été suggéré qu'un étroit parailélisme existerait entre les concentrations seriques
d'hormone a activité de croissance et celles des IGF dans les compartiments
foetaux ( Coxam et al., 1987 ; Luthman et al., 1991). Gluckman et al. (1976)
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trouvent une corrélation positive entre les concentrations de GH dans le sang
ombilical et |a taille de nouveau-né ou son poids.

L'hPL peut aussi jouer un réle inhibiteur, plus récemment, Chiang et al.
(1992 et 1993) ont montré que des injections au-dela d'une certaine concentration
d'hPL (10 a 100 mg/rat/jours) a un jeune rat, inhibent la croissance de son cartilage
de 25 %.

I - 1.3.2 Propriétés lactogéniques et mammotropiques

En 1963, Ehrard démontre l'existence d'une activité de type prolactinique
dans des extraits placentaires. De nombreux auteurs ont par la suite prouvé
I'activité lactogéne de I'hPL, notamment Fukushima et al. (1961), Ito et al. (1961),
Josimovich et al. (1962), Kaplan et al. (1965), Friesen al. (1965)...

En culture organotypique de tissu mammaire de souris immatures,
I'adjonction d'hPL, en association avec l'insuline et I'hydrocortisone nécessaires au
maintien et a la prolifération du tissu en culture, stimule la synthése de divers types
de caséine,, de lactoglobuline et de lactalbumine (Turkington et al, 1966 ; Topper et
al. 1970 ; Byatt et al. 1992).

D'autres tests biologiques trés sensibles de ['activité mammotrope et/ou
lactogénique sont constitués par I'observation de 'hyperplasie du tissu mammaire,
I'apparition de lait dans les canaux galactophores et la présence de lactose dans
les sécrétions alvéolaires a la suite de l'injection intraductaie d'hPL dans le tissu
mammaire de la lapine pseudogestante [Josimovich et al. (1962), Franchimon’ et al.
(1965), Friesen et al. (1976].

I - 1.3.3 Propriété lutéotrophique

L'hPL et 'hGH exergcant une activité lutéotrophique chez le rat et la souris
[Josimovich et al. (1963), Kovacic et al. (1966), Florini et al. (1966)], une
menstruation retardée pouvait étre obtenue si I'on administrait de maniére combiné
hGH et prolactine. Mais I'hPL seul ne retardait que de deux jours le délai
prémenstruel alors qu'une combinaison hCG-hPL entrainait un retard de 8 jours
(Josimovich et al. 1968). Ce qui a montré que les deux hormones ont une action
synergique pour maintenir la grossesse chez la rate, maintien qui dépend de
I'intégrité du corps jaune gravide.



| - 1.4 Métabolisme énergétique et hormone lactogéne placentaire

Le métabolisme de I'hPL est rapide. Différentes expériences réalisées sur le
tissu placentaire en culture, ont montré une dégradation réguliére du
syncytiotrophoblaste, accompagnée d'une diminution rapide de la sécrétion de
I'hPL [Gaspard et al. (1972, Golander et al. (1978)]. La demi-vie de 'hPL a été
mesurée in vivo, grace a la mesure de la vitesse de disparition de I'hPL
plasmatique chez la femme, juste aprés la délivrance. En effet, d'aprés Grumbach
et al. (1968), 'hormone aurait deux demi-vie de 15 et 47 minutes correspondant a
deux formes circulantes. Ces résultats laissent penser que les taux sanguins d'hPL
sont en rapport direct avec la capacité secrétoire du placenta en fonction de I'dge
gestationnel. La disparition de 'hormone suit une double fonction exponentielle
dont les demi-vies peuvent étre calculées, elles sont de 12 et 72 minutes
(Grumbach et al., 1968).

Ces observations indiquent que I'hPL est rapidement métabolisée, et que sa
concentration initiale dans le sang ne modifie pas sa vitesse de dégradation. Reddy
et al. (1975), chez la rate, ont confirmé la présence de deux demi-vie par injection
de I'hormone radioactive.

Ces études permettent également d'extrapoler la production journaliére de
I'nPL. Elle serait de 0,3 a 1 gramme, ce qui correspond a une synthése hormonale
extrémement importante représentant 10 % de la production des protéines
placentaires (Seebourg et al., 1977 ; Barrera-Saldana et al., 1982).

La concentration de I'nPL chez la femme a term> est de I'ordre 5-15 ug/ml
(Spellacy et al., 1966 ; Biswas et al., 1972 ; Braunstein et al., 1980).

Chez I'homme comme chez I'animal d'expérience, I'hPL présente
incontestablement une activité somatotrope, mammotrope et lactogéne.

| - 1.4.1 Métabolisme des glucides

Durant la grossesse, le métabolisme des hydrates de carbone subit de
notables perturbations, des troubles jusque la latents, peuvent se révéler a
I'occasion de la grossesse et disparaitre dans le post-partum (diabéete gestationnel).

Chez la femme diabétique enceinte, on trouve une insulinémie élevée,
associée a une diminution de la tolérance aux hydrates de carbone. Chez la femme
enceinte non diabétique, Cohen et al. (1973) ont montré l'existence d'une
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ascension nette des taux de linsulinémie durant le troisiéme trimestre de
grossesse. Par ailleurs, la clairance de l'insuline chute de 3/4 de sa valeur normale
en dehors de la période gravide passant de 0,45 mi/mn a 0,18 mi/mn, ce qui se
traduit par une chute des taux d'excrétion urinaire de l'insuline.

Au cours de la grossesse, le métabolisme maternel s'adapte pour assurer
une nutrition adéquate a la fois a la mere et a l'unité foeto-placentaire en cours de
croissance. Tot dans la grossesse, I'homoéostasie glucidique‘ est modifiée par
l'accroissement des taux d'oestrogénes et de progestérone qui conduit a une
hyperplasie des cellules béta des ilots de Langerhans, et & une augmentation de la
réponse insulinique a une charge en glucose (Kalkhoff et al., 1979).

L'élévation de I'utilisation périphérique du glucose est responsable d'une
diminution de 10 % de la glycémie a jeun de la mére vers la fin du premier
trimestre. Vers la seconde moitié de la grossesse, I'élévation des concentrations
d'hormone lactogéne placentaire et d'autres hormones “contrainsuliniques"
synthétisées par le placenta, modifie I'utilisation du glucose et des acides aminés
chez la mére. La réponse glycémique & une charge glucidique orale ou
intraveineuse est plus forte qu'en dehors de la grossesse. Les effets de I'hPL sont
en partie responsables de |"'état diabétogéne" de la grossesse, caractérisé par un
accroissement du taux et de la quantité de sécrétion d'insuline au niveau de la
cellule (Spellacy et al, 1969). L'insulinorésistance hépatique favorise Ila
mobilisation des réserves hépatiques de glycogéne et l'augmentation de la
production hépatique de glucose qui repasse dans la circulation et sera utilisé par
12 foetus.

L'action diabétogéne de I'hPL permet la mise en réserve des glucides
maternels assurant ainsi au foetus un apport énergétique constant sous la forme de
glucose facilement assimilable et cela quelque soit I'état métabolique de la mére
(Cohen et al., 1973).

L'hPL agit avec I'nGH, la thyroxine (T4), les hormones surrénaliennes gluco-
corticoides, les oestrogéenes et la progestérone.

In vitro, Lasbenne et al. (1985) ont démontré que I'augmentation du taux du
glucose provoque une chute des taux de sécrétion de I'hPL, or ce taux d'hPL est en

fonction :



- de la biosynthése de I'nPL dans les cellules placentaires,
- de I'excrétion de I'hPL tissulaire dans le milieu en culture,
- d'éventuelles dégradations de I'nPL dans les celiules.

Le taux élevé du glucose inhiberait 'excrétion de I'hPL préformé dans une
premier temps, et la biosynthése tissulaire dans un deuxieme temps. Doit-on
rattacher cette constatation au fait qu'il existe deux isoméres de I'hPL (hPL1 et
hPL2) comme I'ont démontré Belleville et al. (1972), Friesen et al.(1965).

L'inhibition de la néosynthése serait spécifique a I'nPL alors que les autres
biosynthéses placentaires seraient stimulées, donc présence d'un rapport
hPL/protéines placentaires diminué. Il semble que le glucose intervienne par
I'intermédiaire de ses métabolites et cette action serait biphasique :

- dans un premier temps, le glucose interviendrait au niveau de la membrane
cellulaire pour permettre 'excrétion de I'hPL préforme,

- dans un deuxieme temps, les produits de dégradation du glucose
inhiberaient la biosynthése de I'hPL dans la cellule placentaire.

L'interaction insuline-récepteur est responsable, au niveau du métabolisme
cellulaire, d'une chute du taux de I'AMPc, d'une augmentation du GMPc, d'une
stimulation de I'AMPc phosphodiestrérase et d'une phosphorylation de certaines
protéines membranaires selon Chang et al. (1974).

L'insuline aurait donc deux actions différentes :

- 'une lente, passant par le GMPc et par les récepteurs a IGF4 et contrélant

la multiplication cellulaire,
- l'autre rapide, passant par 'AMPc contrélant les fonctions spécialisées des

cellules.

Le glucose réglerait les taux intra-cellulaires de 'AMPc et les autres activités
enzymatiques de la néoglycogénése placentaire, dont les variations régleraient a
leur tour les variations de la sécrétion et de la synthése de I'hPL (Chang et al,,

1974),

Nous noterons qu'au cours de la grossesse, il existe une augmentation
croissante des taux de linsulinémie, nécessaire au maintien de [équilibre
glycémique maternel, menacé par I'hypercorticisme, la sécrétion placentaire de
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I'hPL, linsulinorésistance des tissus périphériques pendant la grossesse et la
destruction placentaire de l'insuline.

| -1.4.2 Le métabolisme des lipides

L'hPL entraine une mobilisation et une libération des acides gras libres tant
in_vitro [ Turtle et Kipnis (1976)], qu'in vivo chez le singe et le lapin (Riggi et al.,
1966).

Parallelement, on constate une libération de glycérol et une augmentation
des corps cétoniques circulants, cet effet lipolytique et cétogéne de I'hPL est
cependant 50 fois plus faible que celui de hGH ; cette action lipolytique est tardive,
n'apparaissant qu'environ 90 minutes apres l'injection de 'hPL, semblant dépendre

de I'activation DNA-RNA.

Leake et al. (1969) suggeérent que I'nPL accroit le métabolisme général du
tissu adipeux et selon les circonstances, il serait responsable soit d'une lipolyse,
soit d'une lipogénése. Ainsi, en période post-prandiale, 'hPL provogue une
augmentation de I'utilisation du glucose par le tissu adipeux en vue d'une
lipogénése et de la ré-estérification des acides gras libres tandis que l'activité
lipolytique serait prédominante chez les sujets a jeln.

L'hPL exercerait une activité lipolytique plus marquée sur le tissu adipeux de
la femme enceinte que chez la femme non enceinte, in vitro, selon Williams et al.
(1978). Cette action lipolytique n'apparait qu'entre la deuxiéme et la sixiéme heure
aprés l'injection intra-musculaire d'hPL, selon Grumbach et al. (1973), elle
n'existerait pas avant ia premiére heure selon Berle et al. (1974), ni aprés la

deuxiéme heure d'aprés Beck et al. (1965).

L'état gravidique s'accompagne donc d'une élévation des taux plasmatiques
d'acides gras libres liée a une élévation des lipides sanguins. Le jetun prolongeé
chez la femme enceinte provoque une augmentation des taux sériques de I'nPL. Le
glucose maternel ainsi économisé est utilisé secondairement par le foetus selon
Tyson et al.(1971) expliquant I'état d'insulino-résistance.
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| - 1.5 La régulation de la sécrétion de 'hPL

Le taux maximal de sécrétion de I'nPL se situe entre la 32éme et la 36éme
semaine d'aménorrhée, puis il chute progressivement jusqu'a I'accouchement, or
pendant ce temps, le poids placentaire augmente toujours.

Belleville, en 1972, étudiant la sécrétion et ia biosynthese .de I'hPL sur des
explants placentaires en culture conclut que :

- le taux de production de I'hnPL est supérieur a 1000 ng/ml de milieu de
culture pendant 4 jours puis diminue du 12éme au 16éme jour jusqu'a un taux de
100 ng/ml,

- la demi-vie de I'hPL dans le sang maternel est de 13 minutes, confirmant
les travaux de Samaan et al. (1970)

- la valeur de I'nPL en fin de grossesse varie dans de larges proportions
(4000 a 9000 ng/mt), '

- I'nPL néosynthétisé est sécrété pius vite dans le milieu de culture que les
autres protéines placentaires néosynthétisées. Donc, pour une période de 1 a 48
heures, I'nPL néosynthétisé est préférentiellement ou sélectivement sécrété dans le
milieu de culture. Il ne semble pas y avoir d'autorégulation de la sécrétion de I'hPL
a la différence avec hGH et PRL.

I - 1.5.1 Réle du glucose

il semble que le glucose joue un réle dans la régulation de la sécrétion de
I'nPL. Ceci est démontré par les variations d'hPL selon le statut giucidique de la
femme enceinte (Lasbennes et al., 1977) et par des expériences in vitro ot le taux
de glucose modifie {a sécrétion d'hPL par des explants placentaires (Belleville et
al., 1974). Notamment, Belleviile et al. (1978) ont montré que le glucose diminuait
la concentration de 'hPL. Gaspar (1980) arrive a la conclusion que 'hyperglycémie
chez la femme enceinte entraine effectivement une inhibition significative des taux
de I'nPL.

Certains facteurs protéiques que I'on trouve dans le sérum de femmes et
d'‘hommes normaux, mais qui se trouvent augmentés au cours de ia grossesse,
semblent stimuler la sécrétion de I'hPL in vitro (Barrett et al., 1986).

Devant l'incapacité d'établir un schéma de régulation de I'hPL, certains
chercheurs ont pensé a une synthése et une sécrétion autonomes de I'hPL, qui ne
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seraient liées qu'a‘\ la croissance du placenta, au cours de la grossesse, sans
aucune participation de facteurs de régulation (Sciarra et al., 1968 ; Saxema et al.,
1969 ; Spellacy et al.,, 1971 ; MacWilliams et al., 1977 ; Boime et al., 1982).
Cependant, il semble étonnant qu'une hormone, dont [a synthése estimée est de
I'ordre du gramme par jour, ne soit pas régulée.

| - 1.5.2 Réle de I'adrénaline et de la noradrélanine

Les effets des catécholamines sur la sécrétion de I'hPL in _vitro, dépendent
des doses utilisées. A des taux de 10-10 mol/ml, on constate une décroissance
importante de la sécrétion de I'hPL mais & des taux de 10-6 mol/ml ; cette inhibition
est moins évidente.

Pergame a démontré que I'élimination urinaire des catécholamines est
indépendants de |'évolutiondu taux de I'hPL.

Moneda, en utilisant la dopamine a des taux de 5 a 10 mmol/mi, provoque
une baisse de la sécrétion de I'hPL, laquelle est augmentée si on ajoute du glucose
(200 mg).

| - 1.5.3 Action de l'ocestriol et de la progestérone

Il semble, selon Lasbennes et al. (1977) que c'est la sécrétion croissante des
stéroides qui serait le facteur déclenchant de la synthése et de la sécrétion de
I'nPL. Or, in_vitro, la sécrétion de I'nPL pour un placenta de deux mois est aussi
importante que celle d'un placenta a terme. Tout se passe comme si, in_vivo, il
existait un inhibiteur d'origine extra-placentaire puisque, in_vitro, l'action de cet
inhibiteur de la sécrétion de I'hPL n'intervient pas.

En fin de grossesse, le taux d'oestriol est de 80 ng/ml et celui de la
progestérone de 160 ng/mi. La courbe de ['oestriol est ascendante jusqu'a
I'accouchement, celle de la progestérone est stable a partir de la 36éme semaine
puis chute lors du travail et plus encore lors de la délivrance.

| - 1.5.4 Autres facteurs pouvant intervenir dans la régulation
de' 'hPL

Lai et al. (1984) ont montre que certains facteurs de croissance épidermique

augmentent de facon faible la sécrétion de I'nPL & partir d'une culture cellulaire de
placenta. Handwerger et al. (1981), ont montré qu'il y a une aug_mentation de la
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sécrétion de I'hPL, a partir d'explants placentaires, sous leffet d'acide
arachidonique.

Plus récemment, Polliotti et al. (1990) ont montré que le calcium stimule la
sécrétion de I'nPL et de I'hGH contrairement & ce qui a été démontré par
Handwerger st al. en 1981. '

I - 1.6 L'intérét du dosage de I'hPL au cours des grossesses

La surveillance des taux de I'nPL au cours de la grossesse peut se faire par
différentes méthodes de dosage, notamment :

- les méthodes biologiques,

- I'immunodiffusion radiale (Mancini),

- les méthodes immunologiques avec tout particuliérement la radio-
immunologie (Beck et al., 1965) et l'immunoenzymologie (Vanhell et al., 1978 et
1979).

Aujourd'hui le dosage d'hPL est effectué par RIA. Cette méthode est trés
sensible et facilement reproductible, elle est utilisable dés la 10éme semaine de
grossesse. Le taux d'hPL est exprimé en nanogramme par millilitre de plasma
(ng/mt) rapporté a l'age gestationnel exprimé ici en semaine de grossesse.
Récemment, un nouveau test plus sensible et précis, mis au point par Khvedchenia
et al., (1990) est commercialisé sous forme d'un kit "Rio-PL-125 (USSR).

Le dosage de I'hPL est considéré comme un indice de la fonction placentaire
et de nombreux auteurs I'utilisent en routine pour surveiller la grossesse. Spellacy
et al. (1971), en étudiant une série de grossesses normales, ont défini une zone de
normalité de I'hPL (Figure 3).

Plusieurs auteurs (Barbier et Teischer, 1974 ; Cohen et al., 1970 ; Daffos et
al., 1981 ; Haour et al., 1971 ; Lilford et al., 1983 ...) accordent aux dosages d'hPL
une valeur pronostique de souffrance foetale lorsque les taux diminuent. Les limites
de normalité déterminées au cours des grossesses normales sont sensiblement
identiques d'une série a l'autre, en revanche les différents auteurs ne se basent pas
toujours sur les mémes valeurs pour définir le risque foetal.

Daffos et al. (1983) reprenant les travaux de Speliacy définit 4 zones de
risque foetal différent correspondant sur le plan pathologique a une date
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Figure 3 :

Zones (\\\) représentant des valeurs normales de I'hPL chez la femme en
fonction du nombre de semaines de grossesse.
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d'apparitiion plus ou moins précoce de linsiffisance placentaire et donc a un
retentissement plus ou moins important sur le foetus (Figure 4).

Zone 1 - Un taux d'hPL > 3,5 mg/l, quel que soit le terme de la grossesse,
n'est pas inquiétant si les autres parametres de la grossesse sont normaux.

Zone 2 - Un taux d'hPL entre 2,5 et 3,5 mg/litre a partir de 28 semaines de
grossesse est un critére de trés haut risque foetal.

Zone 3 - Un taux d'hPL < 2,5 mg/l aprés 32 semaines doit faire envisager
une extraction rapide du foetus car il annonce une mort foetale imminente.

Zone 4 - Un taux d'hPL < 2,5 mg/l entre 28 et 32 semaines laisse entrevoir
une issue fatale avant toute possibilité d'extraction foetale.

Daffos et al. (1983) s'intéressent ici uniqguement aux grossesses avec
syndrome vasculo-rénal et ne tiennent compte que des résultats trés pathologiques
d'hPL afin d'obtenir un critére plus spécifique d'une souffrance foetale grave.
Letchworth et al. (1972) considérent qu'un taux d'hPL inférieur a 4 ug/ml est
prédicatif dans 71 % des cas de la survenue d'une souffrance foetale aigué ou
d'une détresse néonatale. Haour et al. (1971) considére qu'un taux d'hPL inférieur
a 5 ug/ml correspond a une menace de souffrance foetale. Barbier et al. (1977)
définient une "zone de danger foetal", qui a partir d'un taux inférieur a 4 ug/ml aprés
la 30éme semaine mais uniquement dans les toxémies gravidiques, alors que dans
la population générale, les résultats sont a interpréter difféeremment en fonction de
la pathologie concernée.

I-1.7 Genes de ['hPL

En 1980, Overbach et al. ont montré que les génes humains codant pour la
prolactine, I'hormone de croissance et I'hormone lactogéne placentaire proviennent
d'un ancétre commun par duplications successives dont la premiére aurait eu lieu il
y a environ 400 millions d'années. Un premier événement aurait produit les génes
de hGH et de prolactine ; une seconde duplication du géne de I'hnGH ayant plus
récemment fait apparaitre le géne d'hPL. Cette hypothése a pu récemment étre
réevaluée a la lumiére des informations nouvelles apportées par des études de
biologie moléculaire. Ces études ont, en queiques années, permis de connaitre Ia
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Figure 4 :
Zone de risque foetal et attitude thérapeutique adaptées en fonction des taux

de I'hPL pendant la grossesse (d'aprés Daffos et al., 1983).
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structure et l'organisation des locus GH/PL et PRL chez 'homme et certains
mammiféres (Barsh et al., 1983 ; Chen et al., 1989).

Les cDNA humains d'hGH et hPL, copies des ARN messagers spécifiant les
polypeptides correspondants, ont été, dés 1979, parmi les premiéres séquences
géniqgues a avoir été isolées par clonage moléculaire (Martial et al., 1979 ; Roskam
et al, 1979 ; Shine et al., 1977 ; Hirt et al., 1987).

L'hGH et I'hPL partagent au niveau de leurs séquences en acides aminés 85
% d'homologie et |'analyse des cDNAs a révélé que cette homologie est supérieure
(92 %) entre leurs ARN messager. Chaque géne posséde 5 exons et 4 introns, de
tailles et de séquence voisines ; il existe 95 % d'homologie entre les génes d'hPL et
d'hGH et 41 % entre les génes d'hPL et de PRL (Walker et al., 1991). Les trois
protéines partagent également des traits immunologiques et fonctionnels, mais sont
sous l'influence d'un contréle métabolique et hormonal propre a chacune.

Maigre feur similitude, ces génes sont exprimés dans des tissus différents :
I'hGH et la PRL sont sécrétées respectivement par des cellules somatotropes et
lactotropes de I'anté-hypophyse tandis que ['hPL est sécrétée par le
syncytiotrophoblaste placentaire.

Ces génes sont localisés sur des chromosomes différents. Le géne de la
prolactine est situé sur le chromosome 6 ; les génes de I'hPL et de I'nGH forment
une batterie de genes, s'étendant sur une portion dADN de 60 Kb (Barsh et al.,
1983), située sur le chromosome 17. Il existe deux génes pour I'hGH et trois génes
pour I'nPL ; tous dans la méme orientation, du point de vue transcriptionnel. Le
géne hGH1 code pour 'hormone hypophysaire normale de 22 000 ; le gene hGH2
code pour un variant qui peut étre exprimé in vitro, dans les cellules transfectées
par ce géne, mais ne semble pas s'exprimer in vivo.

Deux parmi les quatres génes de I'hPL (hPL3 et hPL4) sont transcrits et
codent la méme hormone mature, excepté au niveau d'un acide aminé du peptide
signal. L'analyse des ARNm montre que ces deux génes sont transcrits en deux
messagers distincts dans des proportions de 60 % pour I'nPL3 et 40 % pour 'hPL4
(Barrera-Saldana et al., 1983). Le géne hPL1 apparait étre un pseudogéne non
exprimé in_vivo (Selvanayagam et al., 1984) qui, cependant, est capable, in vitro,
d'étre transcrit.

Un déficit complet en hPL chez un sujet s'est révélé étre causé par une
délétion homozygote des génes hPL3, hPL4, hGH2.

Une séquence "enhancer" dans la région 3' du gene hPL3 a été identifiée
(Rogers et al., 1986 ; White et al., 1989). Pour eux, la synthése accrue dans le
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placenta & terme, dARNm spécifiques de hPL3, serait en étroite relation avec
I'existence de cet enhancer.

Toutes ces études concemnant les génes de I'nPL renforcent l'idée que la
régulation de la biosynthése de I'hPL est susceptible d'avoir lieu au niveau de la
transcription. On a pu mettre en évidence des sites d'hypersensibilité a 'ADNase,
localisés en 5 du géne hPL3 (entre hPL1 et hPL3), qui sont absents dans
I'hypophyse et présents dans le pilacenta.

Ces résultats indiquent que, dans le placenta, la chromatine est, a ce niveau,
en configuration ouverte et que les genes hPL y sont transcriptionnellement actifs,
au contraire de I'hypophyse.

Enhancer
hGH1 hPL1 hPL4 hGH1 hPL1
1 | | | | l | | | ! I I I_
R R e D e B e | -=--- e e e
10 20 30 40 50 60 kb

Schéma représentant la batterie des genes de I'hPL et I'hGH, sur une portion
d'ADN d'environ 60 Kb (d'aprés Rogers et al., 1986).

I - 2 Notions d'immunochimie

1-2.1 Synthése des anticorps

Le systéme immunitaire assure la défense de l'organisme et le maintien de
l'intégrité du soi. D'une grande complexité, il met en jeu de multiples composants
qui interagissent et coopérent a la production de réponses adaptées. L'une de ses
principales fonctions est la reconnaissance du soi et du non soi.

L'évolution a fait apparaitre a coté d'une défense non spécifique assurée par
les cellules phagocytaires, des réponses spécifiques impliquant au départ la
reconnaissance d'un élément étranger ou antigéne.
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Ces défenses spécifiques permettent également un processus de
meémorisation. Ainsi, lors d'une exposition ultérieure au méme antigéne, cette
mémoire permettra la mise en place d'une réaction plus rapide et plus intense.

Les cellules clefs de l'immunité sont les lymphocytes B et T qui se
distinguent par les marqueurs immunologiques différents et une maturation
différente dans l'organisme.

La fonction des lymphocytes B est de sécréter des anticorps aprés
différenciation. Un lymphocyte B donné, fabrique des anticorps ne reconnaissant
qu'un seul et unique déterminant antigénique.

La reconnaissance des éléments étrangers se fait par des récepteurs
spécifiques qui sont en fait des molécules d'anticorps particuliéres avec une partie
hydrophobe ancrée dans la membrane cellulaire.

Un niveau correct de réponse immunitaire nécessite la coopération des
cellules B et T. Les lymphocytes T constituent une population hétérogéne avec des
sous-populations distinctes : cellules T cytotoxiques, cellules T auxilliaires et
cellules T suppressives qui modulent et contrélent les réactions immunitaires.

| - 2.2 Structures des anticorps

La structure de base des anticorps est une unité comportant quatre chaines
protéiques. Deux chaines dites lourdes (H), deux chaines légéres (L). La plupart
des vertébrés ont deux types de chaines légeres k et . Il existe un plus grand
nombre de chaines lourdes (b, & , ¥ , § , € ) qui donnent aux anticorps leurs
caractéristiques de classe et d'isotypie (immunoglobuline M, A, G, D, E
respectivement), ainsi que leur caractéristiques fonctionnelles dans la défense de
l'organisme. Chaque type de chaine lourde peut se combiner avec chaque type de
chaine légére. Dans une méme molécule d'immunoglobuline, les 2 chaines lourdes
sont identiques entre elles, les deux chaines légéres également. Chaque type de
chaine lourde ou légére comporte une région constante (CL et CH) et une région
variable (VL et VH) (Figure 5).

Chaque immunoglobuline (sauf les IgGM qui n'en comportent qu'un)
comporte deux sites de fixation du déterminant antigénique. Chacun de ces sites
met & contribution les zones hypervariables d'une chaine lourde et d'une chaine
légere. L'ensemble des différentes combinaisons VH et VL est a la base de la
diversité des anticorps. Aprés une vaccination, les premiers anticorps sécrétés sont
les immunoglobulines M (IgM). Les autres classes d'anticorps, en particulier les
IgG, n'apparaissent qu'en cas de rappel de vaccination, donc lors d'un second
contact avec l'antigéne. Des immunoglobulines sont capables d'activer le
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Figure 5 :
Structure de ia molécule d'lgG d'aprés Wasserman et Capra (1977).
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complément et participent de fagon efficace a la lutte antibactérienne et anti-
cellulaire.

La fonction des IgD est inconnue. Les IgE se fixent spécifiquement sur les
mastocytes et déclenchent les phénoménes allergiques. La nature des forces de
limison antigénes-anticorps reléve des interactions entre protéines. Ce sont des
forces de liaison non covalentes, les liaisons antigénes-anticorps sont donc de
nature réversible.

| - 2.3 Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux sont des anticorps parfaitement homogenes tant
par leur structure que par leur spécificité. lls sont produits par un clone de cellules,
c'est-a-dire par des cellules toutes identiques entre elles.

Lorsgu'on immunise un animal avec un antigéne méme trés purifié, on active
de nombreux lymphocytes, chaque lymphocyte reconnait au niveau de la molécule
d'antigéne, un déterminant unique. l.es anticorps excrétés sont donc hétérogénes,
ils forment un mélange. Pour avoir des anticorps monoclonaux, il faut isoler un seul
clone de cellules plasmocytaires spécifiques d'un déterminant d'un antigéne donné.
On sait obtenir des plasmocytes spécifiques d'un antigéne choisi et les isoler, mais
on ne sait pas les faire "pousser'. D'autre part, il est possible de cultiver
indéfiniment des cellules excrétrices d'anticorps : les plasmocytes myélomateux, qui
produisent des anticorps dont la spécificité est difficle a identifier. Ces
observations sont & l'origine de deux principales voies de production d'anticorps
monoclonaux :

- l'utilisation de celluies spécifiques de I'antigéne et leur immortalisation par
infection par un virus,

- la "fabrication" d'hybridomes (Figure 6) : I'idée est de faire fusionner deux
types de cellules, les unes spécifiques d'un antigene (lymphocytes), les autres
myélomateuses et donc immortelles, de fagon a obtenir une cellule unique
comportant un double génome. L'hybride est susceptible d'étre cultivé indéfiniment
et d'excréter des anticorps grace a linformation génétique apportée par le
plasmocyte. Ces anticorps sont spécifiques de I'antigene. C'est en 1975 que Kohier
et Milstein fusionnérent pour la premiére fois des lymphocytes spiéniques de souris
et des cellules myéiomateuses de souris. Le résultat de la fusion fut appelé
"hybridome".
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Principales étapes de la technique d'obtention d'anticorps monoclonaux :

immunisation, fusion des lymphocytes spléniques avec des cellules de myélome,
sélection de cellules hybrides, criblage, clonage, identification et production de
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| - 2.3.1 La fusion cellulaire

La fusion cellulaire est réalisée par le polyéthyléne glycol (Pontecorvo,
1975), qui permet l'agglutination des cellules et la formation de ponts
intercellulaires par lesquels vont s'opérer les echanges chromosomiques. On
obtient une cellule a plusieurs noyaux. La fusion nucléaire s'opérera lors de la
division cellulaire ultérieure. L'hybridome viable n'a qu'un noyau mais deux
génomes.

| - 2.3.2 Les hybridomes souris-souris
Les cellules myélomateuses a fusionner doivent présenter certaines
particularités :

- ne pas synthétiser d'autres chaines d'immunoglobulines. Ainsi, toutes les
immunoglobulines excrétées par I'hybridome auront la spécificite apportée par la
cellule lymphoide.

- étre déficientes en un enzyme, I'hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl-
transférase (H.G.P.R.T.). C'est par cette déficience que s'effectuera ia sélection
entre cellules murines et cellules murines fusionnées avec les lymphocytes : Les
lymphocytes seuls meurent normalement au bout de quelques jours en culture.

Pour comprendre ces choix, il faut savoir qu'une cellule utilise deux voies de
synthése des acides nucléiques.

- une voie principale de synthése "de novo"

- une voie de secours a partir des bases préformées. Dans cette voie,
I'H.G.P.R.T. intervient en transformant de la guanine (ou de I'hypoxanthine ) en
guanosine mono-phosphate (ou en xanthosine monophosphate).

La présence d'un inhibiteur, I'azasérine bloque la voie principale de synthese
des acides nucléiques. Pour subsister, la cellule doit donc utiliser la voie de
secours. Les cellules myélomateuses sont déficientes en H.G.P.R.T., les
lymphocytes en contiennent. L'hybridome utilisera donc cette voie de secours. Un
milieu de culture contenant azasérine et hypoxanthine permettra donc la survie et le
développement des hybridomes exclusivement (Figure 7).
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| - 2.4 Antigénes, nature des sites immunoréactifs

I -2.4.1 Géneéralités

Les groupes chargés semblent représenter un facteur essentiel de la
spécificité d'un anticorps pour un antigéne, par rapport aux groupements neutres,
moins impliqués. La "spécificité" d'un groupement antigénique dépend 3 la fois de
sa composition chimique et de son orientation dans I'espace (Bach, 1986).

Toute protéine de masse moléculaire suffisante (c'est-a-dire supérieure a 10
KDa) peut étre antigénique. Selon l'intensité de la réponse immunitaire, on parie
d'antigéne fort ou faible. Les facteurs chimiques entrainant un changement de la
conformation de protéines modifient I'antigénicité. L'immunogénicité d'une protéine
dépend :

- de la masse moléculaire de la protéine,

- de l'exposition et de l'accessibilité des déterminants a la surface de la
protéine,

- le remplacement d'un seul amino acide, au sein d'un déterminant
antigénique donné, peut altérer de fagon importante la réponse immunitaire des
structures tertiaires et quaternaires des protéines.

On distingue des déterminants antigéniques séquentiels (c'est-a-dire qui
dépendent strictement de la nature et de I'ordre d'enchainement des acides aminés
de la chaine peptidique) et les déterminants antigéniques conformationnels (qui
dépendent de la structure spatiale de la protéine). L'existence de tels déterminants
antigéniques peut expliquer que souvent des peptides issus de la protéine native
soient mal reconnus par les anticorps, méme s'ils contiennent tous les résidus
constitutifs du déterminant antigénique.

| - 2.4.2 Prédictions des zones antigéniqLies

Kyte et al. (1982) ont mis au point une méthode permettant de définir un
critere "d'hydropathie" locale des protéines pour établir une échelle empirique de
valeurs des propriétés hydrophiies et hydrophobes de chaque acide aminé.

Un programme de calcul évalue continuellement "I'hydropathie” moyenne de
segments d'un nombre donné d'acides aminés le long d'une chaine peptidique, de
I'extrémité N terminale a I'extrémité C terminale. Ce calcul permet d'obtenir le profil
d'hydropathie de chaque protéine en fonction de sa séquence.



Pour attribuer ces valeurs d'hydropathie a chacun des acides aminés, Kyte
et al. (1982) ont déterminé les coefficients de partition des chaines latérales des
acides aminés entre |'eau et une phase vapeur. De plus, les auteurs ont également
tenu compte de la tendance des chaines latérales d'acides aminés a préférer
I'extérieur a l'intérieur des protéines globulaires (Chotia et al., 1976), l'intérieur des
protéines ayant une tendance plutét hydrophobe, I'extérieur plus hydrophile.

L'utilisation de cette méthode de calcul pour la prédiction de I'hydropathie
des protéines de structure connue a permis d'en vérifier la validité.

A partir de ce genre de prédiction "d'hydropathie” des protéines, Hopp et al.
(1981), ont mis au point une méthode qui prédit la localisation des déterminants
antigéniques des protéines. Cette méthode ne prédit pas la localisation d'éléiments
structuraux particuliers sur une chaine peptidiques, mais établit une corrélation
entre le positionnement de certaines zones peptidiques et un site de liaison
préférentiel de I'anticorps. L'analyse des séquences d'acides aminés permet de -
trouver des valeurs de "haute hydrophilie locale”. A chaque acide aminé est
associé une valeur numérique proposée par Hoop et al. (1981) qui tiennent compte
de calculs de valeurs d'hydrophilie-hydrophobie. Ces valeurs sont modifiées par
Hoop et Woods, compte tenu des travaux de Levitt et al. (1976) sur les effets des
solvants, eux-méme basés sur les valeurs d'hydrophobie des acides aminés
estimées par Nozki et al. (1971). En effet, de nombreuses études ont montré que
les déterminants antigéniques sont des zones protéiques généralement exposées
aux solvants et que les chaines latérales d'acides aminés chargés et hydrophiles
sont souvent des déterminants antigéniques.

| - 2.5 Application des anticorps monoclonaux

Les possibilités d'application, nombreuses et essentielles, qu'apportent les
anticorps monoclonaux dans des domaines trés variés (de la biologie cellulaire a la
recherche bio-médicale de pointe) donnent aux hybridomes une place,
actuellement, fondamentale. lis sont, @ ce jour, le seul vecteur efficace de
production d'anticorps monoclonaux.

Les premiéres réflexions sur l'usage des anticorps monoclonaux en
thérapeutique remontent aux années 1979-1980.

Dans un premier temps, il apparaissait tentant de tirer profit de la spécificité
unique de ces anticorps pour envisager d'éliminer une population cellulaire
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spécifique, sans toucher aux populations voisines, dépourvues d'un antigene
donné. Cette approche apparaissait particulierement judicieuse pour les cellules de
I'immunité, riche en déterminant spécifiques de telle ou telle sous-population. Le
probléme essentiel résidait dans la nature et le degré de I'élimination cellulaire
aprés injection in vivo d'un anticorps monoclonal donnéa. En effet, l'injection d'un
anticorps monoclonal "nu" pouvait, théoriquement, entrainer I'élimination des
cellules concernées par deux mécanismes distincts :

- lyse complément-dépendante par activation du complément humain,
- clairance par le systéme réticulo-endothélial grace aux récepteurs Fc,
particulierement denses dans le poumon, le foie et la rate

Trés vite il fut réalisé que, sauf cas exceptionnel, la trés grande majorité des
anticorps monocionaux n'activait pas le complément humain in_vivo, méme si ce
dernier pouvait s'y fixer.

De méme, la clairance par le systéme réticulo-endothélial était le plus
souvent incompléte et imprévisible ; ceci étant pour partie lieé a des variabilités
génétiques et pour partie lié a une saturation peu prévisible des récepteurs Fc par
des complexes circulants.

De cette époque, date donc l'idée d"armer" les anticorps afin de leur
conférer la possibilité de délivrer un "coup fatal" a la cellule cibiée par leur
spécificité.

Maintenant, les anticorps monocionaux ont un vaste champ d'application. On
peut distinguer, cependant, 5 domaines d'importance :

| - 2.5.1 Détection par anticorps monoclonaux d'antigéne de
surface cellulaire

De nombreux travaux ont été initialement réalisés sur des probléemes d'histo-
compatibilité au sein du systeme majeur d'histocompatibilité cellulaire (MHC)
(Smilek et al., 1980 ; Edwards et al., 1980 ; Eisenbarth et al., 1981 ; Allen et al.,
1989 ; Oprandy et al., 1989 ; Umeda et al., 1991 ...).

La seconde avancée apportée par les anticorps monoclonaux a été I'étude
intensive de la classification des lymphocytes, notamment humains. Le méme effort
a porté sur les lymphocytes du rat, de la souris et des bovins.

Des cellules d'autres tissus ont été étudiées au plan de leurs différences
antigéniques, grace aux anticorps monoclonaux. On peut noter des études sur les
récepteurs Fc de la souris, les cellules rétiniennes du rat ou du poulet. '
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Les AcM jouent un réle essentiel dans la détection de molécuies qui agissent
de fagon significative au niveau des interactions intercellulaires durant des phases
du développement, ou bien qui jouent un réle dans la différenciation de fonction
cellulaires.

| - 2.5.2 Détection par AcM d'antigénes associées a des
tumeurs

Dans ce domaine, l'accent est mis sur la caractérisation des antigénes
associés aux tumeurs, le but étant de pouvoir distinguer les cellules malignes des
cellules normales et ce, dés leur apparition. L'application clinique est la détection
précoce de ces tumeurs en vue de développer une thérapie adéquate qui pourrait
étre fondée parfois sur ces méms AcM. On peut citer des travaux sur les
mélanomes, le cancer du colon et du poumon, la leucémie... (Herlyn et al., 1979 ;
Ritz et al;, 1980 ; Minna et al., 1981 ; Creaven et al., 1991 ; Rathjen et al., 1991 ;
Zhu et al., 1991).

| - 2.5.3 Détection d'hormones par AcM

De nombreuses publications (Gomez et al., 1979 ; lvanyi et al., 1980 ; Tu et
al., 1991) traitent de la possibilité de détection d'hormones et de facteurs de
croissance par anticorps monoclonaux permettant d'isoler et de caractériser les
récepteurs qui jouent un role si important dans ia régulation de la croissance
cellulaire et dans sa différenciation.

Des publications sur |'acétylcholine, la substance P, I'hormone de croissance
humaine, ... illustrent ces efforts.

| -2.5.4 Virus

L'usage d'AcM a permis une analyse des structures et des variations de la
structure génétique de protéines variables des virus, par exemple le virus du SIDA.
Les études sur ce sujet illustrent la puissance des AcM comme moyen de détection
(Gurney et al. 1989). Il a pu étre détecté 40 a 50 groupements antigéniques sur
I'enveloppe de ce virus (Okunoy et al., 1993).

| - 2.5.5 Intérét dans les dosages immuno et radio-immuno-
logiques



Les dosages radio-immunologiques sont dépendants de l'antisérum utilisé
qui reconnait une partie antigénique de la molécule qui n'est pas forcément la
partie biologiqguement active. L'antisérum polyclonal est soumis a certaines
variations du fait de l'imprévisibilité, de l'imprécision et de I'hétérogénicité de la
réponse immunitaire chez l'animal. L'affinité et la quantité d'Ac obtenues varient
souvent d'un animal & l'autre et d'une immunisation a l'autre. Le sérum le pius
spécifique possible contient toujours différents Ac ayant des affinités différentes
pour I'Ag, différentes classes ou sous-classes dimmunoglobulines avec des
spécificités différentes et des réactions croisées.

Les résultats varient donc d'un laboratoire & l'autre, et au sein d'un
laboratoire, il est parfois nécessaire de revoir les normes lorsqu'un antisérum est
epuisé et que le suivant n'a pas les mémes qualités.

L'apport des Ac monoclonaux peut étre capital a condition de sélectionner
I'anticorps reconnaissant un fragment de la molécule native, porteur a la fois d'une
activité ar:tigénique et biologique. Comme nous l'avons souligné, les antisérums
classiques différent d'un lot a l'autre, et sont constitués d'un mélange d'anticorps de
spécificité et d'affinité différentes pour la molécule reconnue, ce mélange fait aussi
la force de l'antisérum polyclonal. L'anticorps monocional, par définition, n'est
constitué que par un clone d'immunoglobulines ayant une certaine affinité pour un
seul motif antigénique. Ceci peut étre un handicap pour le dosage immunologique
qui, paradoxalement peut perdre de sa spécificité car I'anticorps monoclonal peut
reconnaitre un motif antigénique commun porté par deux molécules différentes.

| - 2.6 L'intérét des anticorps anti-hPL

lls peuvent servir a la purification des différentes formes moléculaires d'hPL.
Des antigénes impurs peuvent étre utilisés, et seront choisis parmi les anticorps
produits clonés et purifiés que ceux qui réagissent avec I'anﬁgéne pur, sans reagir
avec les produits contaminants, ce qui permettra une purification de I'antigéne de
départ.

Le fait que I'anticorps soit monoclonal, n'exiut pas la possibilité de réactions
croisées, les anticorps monoclonaux peuvent étre utilisés pour identifier des
épitopes semblables de différentes formes moléculaires d'une méme hormone, ce
qui permettra aussi une purification de ces différentes formes, peut-étre par
mélange de différents anticorps monoclonaux.



La purification des différentes formes d'hPL, permettra une standardisation
de leur dosage radio-immunologique, comme la production en masse d'Ac d'affinité
et de sensibilité plus grande que les Ac contenus dans les immuns sérums
classiques, augmentera la sensibilit¢ et la précision de ces dosages radio-
immunologiques.

La découverte grace aux anticorps monoclonaux spécifiques de formes
d'hPL particuliéres, sera aussi d'un grand intérét clinique.

| - 3 La phosphorylation des enzymes

Diverses enzymes du métabolisme intermédiaire voient leur activité
modulée, souvent avec une grande amplitude, par la fixation ou I'enlévement de
groupes phosphate dans leur molécule.

Le groupement phosphate est lié sous l'action d'une kinase, parfois
spécif que de la protéine substrat, a partir de I'ATP comme donneur. Les sites
phosphorylables sur une protéine sont des chaines latérales de sérines, de
thréonine ou de tyrosine occupant des positions spécifiques (Pelment et al., 1989).

| - 3.1 Protéine-Kinases activées par 'AMPc

Le cytosol mammalien contient au moins deux protéines kinases activables
par 'AMP cyclique, appelées protéine-kinase | et protéine-kinase 1l (0,03 % des
protéines du muscle de lapin). L'activation de ['adényl-cyclase entraine
l'augmentation de 'AMP cyclique intracellulaire (Taylor et col., 1988 ; Braum et al.,
1991). Il existe aussi des kinases indépendantes de I'AMPc et d'autres
dépendantes du GMPc.

Ces protéines kinases, activées par des concentrations d'AMPc de I'ordre de
10-8 M, modulent des protéines cibles en phosphorylant le résidu de séquences
Arg-Arg-X-Ser-X (X représente un résidu variable) (Walsh et al., 1989).

Le principe de fonctionnement de ces kinases est le suivant : Elles
renferment deux types de sous-unités, catalytiques (C) et régulatrices (R). La
fixation de 'AMPc sur R tend a reldcher et méme a dissocier le complexe RC,
libérant |'activité catalytique des sous-unités C.

Dans le cas de la kinase |, I'enzyme existe en absence de I'AMPc sous la
forme C5Rp, qui lie trés fortement 'ATP. L'AMPc dissocie I'enzyme ainsi :



R,Cy + 4 AMPC <

> Ry (AMPC), + 2C

Cette dissociation est une sorte de comportement allostérique poussé a
I'extréme. La fixation de I'ATP sur I'enzyme inactive contribue a resserrer le contact
entre R et C. Dans cette association, I'ATP contracte des liaisons & la fois avec R et
C, et se trouve efficacement coincé entre les deux sous-unités, ce qui contribue a
renforcer I'affinité du complexe pour ce substrat. Il y a donc un antagonisme entre
ATP et AMPc s'exercant en des sites distincts, I'ATP pour resserrer les liens entre
R et C, I'AMPc pour les rompre (Pelmont, 1989).

La kinase Il est également un tétramére R,C, dissociable par 'AMPc
renfermant les mémes sous-unités C que précédemment. L'enzyme se distingue
par ses sous-unités R dans la zone de contact RC. A ce contact et en présence
d'ATP, chaque sous-unité C tend a fixer un groupe phosphate sur sa partenaire R,
c'est en somme, une auto-phosphorylation interne des unités regulatrices, grace
aux sous-unités catalytiques. Cette opération (réversible) tend a rendre le complexe
plus facilement dissociable par 'AMPc. Mis a part ce détail, les kinases | et Il
fonctionneraient a peu prés de la méme manisre.

La séquence dans une chaine R de protéine-kinase est consituée de prés de
400 acides aminés (Taylor, 1988). On distingue 3 parties . une zone participant a
l'association avec les sous-unités catalytiques et deux domaines de
reconnaissance de I'AMPc placés en tandem.

Les chaines catalytiques n'offrent pas moins de perspectives intéressantes.
La premiére séquence a été déterminée chez le boeuf (Shoji et al., 1983). La
collection s'est agrandie depuis. Les unités catalytiques doivent comporter au
moins trois sites pour :

- la fixation de I'ATP,

- la reconnaissance de la protéine substrat,

- la phosphorylation de celui-ci sur un site sérine ou thréonine.

| - 3.2 Le message de 'AMPc

Lorsqu'un ligand active indirectement I'adény! cyclase en se fixant a un
récepteur, chaque récepteur protéique peut activer de nombreuses molecules de
protéine Gs (Protéine intermédiaire entre le récepteur et 'adényl-cyclase), chacune
pouvant activer une molécule de cyclase. Chaque molécule de cyclase, a son tour,
catalyse la conversion d'un grand nombre de molécules d'ATP en molécules d'AMP
cyclique. Le signal de départ est donc considérablement amplifié, par des étapes
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successives qui mettent en jeu un nombre de plus en plus important d'enzymes
intracellulaires. Dans le détail, on observe :

- Interaction entre I'hormone et le récepteur membranaire, qui provoque
indirectement l'activation d'une enzyme membranaire, I'adényi-cyclase. Le signal
percu par le récepteur est transmis a la cyclase par des protéines Gs (Cooper et
al., 1985).

- L'adényl-cyclase produit un certain nombre de molécules d'AMP cyclique
(Garcia et al., 1986).

- L'AMPc active une protéine-kinase dont ['activité consiste a phosphoryler
diverses protéines a l'aide d'ATP (Katada et al., 1985).

| - 4 Présentation du travail

Dans le cadre de I'étude de I'normone lactogéne placentaire réalisée au
laboratoire depuis plusieurs années, des progrés considérables ont été faits dans
le domaine de I'hormonologie placentaire, mais les connaissances concernant les
propriétés immunologiques et biochimiques de I'hPL, restent parcellaires, surtout
en ce qui concerne sa relation avec 'AMPc.

Dans un premier temps, nous avons orienté nos etudes vers une recherche
fondamentale, qui est la détermination des épitopes de I'hPL.

Afin d'étudier ces épitopes, il fallait utiliser des anticorps monoclonaux
spécifiqgues a 'hPL. Et nous avons choisi de fabriquer nous-mémes les hybridomes
qui sécrétent les anticorps monoclonaux pour plusieurs raisons :

A I'époque ou nous avons commencer notre travail, il n'existait pas encore
dans le commerce des anticorps monoclonaux spécifiques de I'hPL, il existait
seulement des anticorps polycionaux ou des anticorps monoclonaux ayant une
réaction croisée avec I'nGH.

L'anticorps anti-hPL est souvent utilisé par nos équipes pour d'autres
recherches sur 'nPL (récepteur, métabolisme, génétique...) ce qui necessite une
grande quantité de ces anticorps qui n'étaient pas disponibles dans le commerce.
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Par ailleurs, au laboratoire, une équipe posséde les techniques et le matériel
nécessaire a la production des anticorps monoclonaux, donc nous avons choisi la
voie de leur fabrication.

Afin de fabriquer les anticorps monoclonaux anti-hPL, nous avons immunisé
des souris hybrides. Aprés fusion et clonages successifs, 2 clones sécrétants et
stables ont été conservés.

Les anticorps obtenus ont été typés, produits en grande quantité, purifiés et
I'épitope correspondant a été déterminé.

Dans une deuxiéme partie de ce travail, nous avons étudié la relation
existant entre AMPc et hPL. En effet, il y a quelques années, il avait été mis en
évidence au laboratoire, que la présence d'AMPc augmentait la liaison de I'nPL
avec un anticorps polyclonal. Nous avons repris les mémes expériences avec
I'anticorps monoclonal que nous avons préparé. Puis nous avons montré que I'hPL
lie effectivement 'AMPc. La liaison est spécifique pour IAMPc et spécifique pour
I'nPL. L'activité kinasique possible de I'nPL a ensuite été étudiée.
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Il - MATERIEL ET METHODES



Il - 1 Préparation d'anticorps monoclonaux anti-hPL

Les différentes étapes suivies pour l'obtention, la caractérisation et
I'utilisation des anticorps murins anti-hPL sont :

* Dans un premier temps, la préparation d'anticorps monoclonaux murins
anti-hPL et leur production avec I'étape d'immunisation,
- la préparation des cellules,
- la fusion,
- la méthode de clonage,
- la production in vitro et in vivo.

* Dans un deuxiéme temps, leur purification et I'étude de leurs constantes
d'affinité.

~* Finalement, dans un dernier temps, leur utilisation dans la détermination
des éritopes de I'hPL.

i1 - 1.1 Protocole d'immunisation

L'obtention d'hybridomes sécrétant des anticorps monocionaux murins
implique |'utilisation de cellules de rate aprés immunisation de différents lots de
souris.

It - 1.1.1 Chnix de I'animal
Quatre criteres déterminent le choix de I'animal a immuniser :
- quantité de sérum désirée,
- espéece d'origine de I'antigéne,
- nécessité d'obtenir des anticorps monocionaux,
- quantité d'antigéne disponible.
Jusqu'a présent, la souris semble étre le meilleur choix, car il existe dans le

commerce des lignées cellulaires de myélomes murins qui ont perdu la propriété de
produire leurs immunoglobulines propres et qui sont devenues HGPRT-.
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Nous avons réalisé une immunisation in_vivo sur des souris femelles
hybrides de premiére génération provenant d'une souris méle Balb/c et d'une
femelle C57 agés de 6 semaines.

il - 1.1.2 Immunisation in vivo

Les protocoles d'immunisation sont variables et dépendent surtout de la
nature de l'antigéne. L'effet immunogéne est stimulé par ce qu'on appelie des
adjuvants (substances qui, injectées en méme-temps qu'un antigéne, augmentent la
réponse immunitaire vis-a-vis de cet antigene). C'est Freund qui, en 1947, montra
la capacité d'une solution aqueuse de l|'antigéne dans I'huile d'augmenter la
réponse immunitaire. Cette réponse est meilleure chez des souris femelles de 6 4 8
semaines.

- Préparation du mélange antigéne-adjuvant de Freund :

L'adjuvant que nous avons utilisé est celui de Freund (Pel Freez, Biologicals
Rogers), c'est un mélange d'un volume d'huile minérale et de 9 volumes de
detergent qui donne l'adjuvant incomplet ; il n'est complet que lorsqu'on ajoute a ce
dernier un mycobacterium tuberculosis inactivé.

Un volume de 35 pl contenant 35 pg d'antigene en solution de PBS, est
mélangé au méme volume d'adjuvant de Freund complet. Ce mélange est agité sur
vortex jusqu'a I'obtention d'une émulsion crémeuse.

- Injection de l'antigéne :

La premiére injection se fait en sous cutanée (SC) avec I'adjuvant de Freund
complet en quatre endroits différents. Le premier rappel en intrapéritonéale avec
adjuvant de Freund incomplet, est suivi de deux rappels en intrapéritonéale sans
adjuvant a intervalle de quatre semaines.

De plus, le dernier rappel, qui est trés important, se fait :

* soit 3 jours avant la fusion
- par voie intraveineuse afin de donner en une seule fois une dose
importante d'antigene,
- ou par voie intrapéritonéale car quelquefois les souris supportent
mal les intraveineuses.



* soit en 3 injections répétées a distance de 24 heures par voie
intrapéritonéale

Dans notre cas, l'injection du dernier rappel a été effectuée avec 250 ug
d'hPL, par voie intraveineuse, 3 jours avant le sacrifice de I'animal.

ll- 1.1.3 Récupération des sérums pour la déter-
mination de la réponse immunitaire

On peut utiliser 2 méthodes :

- La premiére implique le sacrifice de |'animal.

Apres avoir sacrifié la souris, l'oeil est enlevé avec une pince. Le sang
s'écoulant par la cavité orbitale est recueilli dans un tube. Cette technique permet
de récupérer 300 a 400 ul de sang.

- La seconde n'implique pas le sacrifice de I'animal.

Le sang préleve au coin de l'oeil, au niveau des sinus orbitaux, avec une
pipette Pasteur, est recueilli dans un tube. Les tubes sont places 1 heure a 37°C,
puis une nuit a +4°C. Le sérum est récupéré par centrifugation du tube, et il est
testé par ELISA pour évaluer la réponse immunitaire.

Il - 1.2 Protocole de fusion

It - 1.2.1 Préparation des milieux et des solutions
Il-1.2.1.1 Le sérum de veau foetal

Nous utilisons, en particulier lors des fusions et pendant toute la période de
sélection des hybrides, du sérrum de veau foetal (Jacques Boy) conservé a -20°C
en flacons stériles de 500 mi. Au moment de I'emploi, if est décongelé et porté
pendant 30 minutes a 56°C afin de détruire des inhibiteurs de la croissance
cellulaire.

Une fois par an environ, plusieurs lots de SVF de différents fournisseurs sont
testés. Nous choisissons le lot qui nous donne le meilleur rapport qualité-prix et le
réservons pour l'année. Ce sont les clonages qui donnent les meilleurs
renseignements sur la qualité d'un sérum. Nous effectuons donc un clonage avec
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chaque lot et celui qui permet d'obtenir le pourcentage le plus élevé de clones sur
une plague de 96 puits, est considéré comme le meilleur.

Il -1.2.1.2 Le milieu de base

Pour toutes les cultures de routine, nous utilisons le RPMI 1640 (Rooswelt
Park Medical Institute, Seromed 121-10) riche en vitamines, acides aminés, sels
minéraux nécessaires a la croissance cellulaire in vitro. La composition de ce milieu
est donnée dans le tableau 1.

Ce milieu nous est fourni sous forme de poudre qui doit étre dissoute dans
10 | d'eau pyrodistiliée et compiémentées par 2 g/l de bicarbonate de sodium
(SIGMA). Apres reconstitution, son pH est ajusté a 7,3 par barbotage de CO5. Il est
ensuite filtré sur filtre Millipack 100 (MILLIPORE) a I'aide d'une pompe péristaltique
puis réparti en flacons stériles de 500 mi et stocké a 4°C, 5 mi de glutamine 2mM
sont ajoutés a chaque flacon au moment de I'emploi.

Lors de la fusion et durant un mois environ, nous utilisons du milieu DMEM
(GIBCO 041-01965) (Tableau 2) et pour les lavages précédents la fusion, du milieu
MEM GIBCO 041-010095, pius pauvre en glucose (1 g/l au lieu de 4,5 g/l), en
vitamines et en acides aminés.

11-1.2.1.3 Les compléments du milieu

Pour assurer la croissance cellulaire in_vitro, il est toujours nécessaire
d'ajouter au milieu de base des protéines, des facteurs de croissance, des
molécules mitogenes de petits poids moléculaire, etc... C'est souvent le sérum de
veau foetal qui apporte ces compléments au milieu de base, mais nous avons, dans
notre laboratoire, utilisé également du sérum de cheval et du lactosérum qui est
fourni par la Société Bio-France Développement (Vandoeuvre) pour remplacer le
sérum de veau foetal, tres colteux.

-1.2.1.4 Le milieu de séléction
- 136 mg d'hypoxanthine et 38,8 mg de thymidine sont dissous dans 100 ml

d'eau pyrodistillée en chauffant a 75°C. Aprés dissolution, la solution est filtrée a
0,22 u et conservée a -20°C.



Tableau 1

Bicarbonate de sodium,
Chlorure de potassium, KC1l
Chlorure de sodium, NaCl

Phosphate disodique, NaZHPO4,
Nitrate de calium, Ca(NO3)2 4H20
Sulfate de magnésium, HgS04 7H20

SEROMED

RPMI 1640 MEDIUM
MILIEU PRMI 1640

COMPOSITION DU MILIEU : guantité en mg/g.

Sels

Aminoacides

. L-Arginine

. L-Asparagine

. L-Aspartique acide
. L-Cystine

. L-Glutamine

. L-Glutamine acide
. Glycine

. L-Histidine

. L-Hydroxyproline
. L-Isoleucine

. L-Leucine

. L-L-Lysine HC1

. L-Méthionine

. L-Phénylalanine

. L-Proline

. L-Sérine

. L-Thréonine

. L-Tryptophane

. L-Valine

Vitamines

. Aclide folique

. Acide para-aminobenzoique
. Biotine

. Choline Chlorure

. I-Inositol

. Nicotinamide

. D-Panthénate de calcium
. Pyridoxine HCI

. Riboflavine

. Thiamine HCL

. Vitamine B12

Autres coposants

Réference :

. D-Glucose
. Glutathion
. Rouge de Phénol *

NaHCO3

2000
400
5000
1512
100
100

200
50
20
50

300
20
10
15
20
50
S0
40
15
15
20
30

20
20

W Q=

3

-

0.25

2000
1
5

* Les milieux liquides IX contiennent 10 mg/L. de Rouge de Phénol

: Coposition de milieu de base RPMI 1440

MOORE G.E. et al., J. AM. Med. Assoc.,

S O

199 519 (1957)
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- 17,6 mg d'aminoptérine sont dissous dans 80 ml d'eau distillée, on ajuste a
100 ml avec NaOH 0,1 M, puis on filtre a 0,22 u et on stocke & -20°C.

Au moment de la fusion, les 2 solutions sont mélangées volume a volume, on
obtient alors une solution mére HAT concentrée 50 fois. Le milieu HAT de travail
est obtenu par addition de 1 mi de la solution mére HAT a 49 mil de milieu RPMI
1640.

II-1.2.1.5 Agent fusionnant

A 5 g de PEG : Polyéthyléne Glycol (MERCK - Type 4000 Carl Roth D.) de
PM = 4000, sont additionnés 7 ml de DMSQO, Ie tout est porté au bain-marie a 37°C,
filtré a 0,22 um, autoclavé dans une bouteille de verre pendant 15 min. Le pH doit
étre légerement alcalin. Cette solution est gardée stérile en aliquot de 1,2 mi a
37°C, a l'abri de la lumiére. Les autoclavages répétés du PEG conduisant a des
probiémes, il ne faut stériliser qu'une fois.

Il 12.2 Cultures cellulaires

Toutes les étapes de préparation des cellules, de changement de milieu de
culture, ainsi que les congélations doivent étre réalisées dans des conditions

stériles, sous une hotte a flux laminaire.

Les cultures cellulaires sont déposées dans un incubateur a 37°C et en
présence d'un mélange air-CO- (95-5 %) (JOUAN).

It - 1.2.2.1 Préparation des macrophages péritonéaux

Les macrophages péritonéaux de souris sont nécessaire aux fusions.
Généralement, cette préparation a lieu a J-1 de la fusion.

Immediatement apres la mort de la souris par dislocation des vertébres
cervicales, la peau de I'abdomen est incisée sur quelques millimétres (sans léser la
paroi abdominale) et écartée largement de fagon a mettre a nu la paroi musculaire.
5 ml de milieu de culture sont injectés vigoureusement a la seringue dans la cavité
péritonéale. Aprés un léger massage, le liquide est aspiré a la seringue, en
soulevant la paroi avec l'aiguille, de maniére a former une poche. La suspension
cellulaire est centriguée 10 min a 800 g (1500 t/min ; centrifugeuse JOUAN CR
1000). Les cellules sont remises en suspension dans un volume connu de milieu
sélectif HAT et une portion aliquote est utilisée pour les comptages. Une

—40—



concentration de cellules macrophagiques de 105 cellules/ml déposée dans des
plaques de 96 puits sera utilisée le lendemain pour ta fusion.

i1 -1.2.2.2 Préparation des cellules de myélomes

Les myélomes sont des cellules lymphoides provenant d'une tumeur maligne
de la moélle osseuse et en général sécrétant des anticorps en quantité accrue.

- Choix de la souche de myélome de souris :

Il en existe beaucoup, mais toutes ne sont pas utilisées pour I'hybridation
cellulaire. Le choix s'est porté sur les myélomes murins PAIO, qui nous ont été
aimbablement fournis par le Professeur H. BAZIN de I'Université Catholique de
Louvain (Bruxelles, Belgique) que nous remercions. Ces myélomes ont été
sélectionnés pour leur déficience enzymatique (HGPRT-) qui leur confére une
sensibilité en milieu HAT et pour leur absence de sécrétion propre
d'immunoglobuline.

- Culture du myélome pour la fusion :

Il n'est pas recommandé de garder les cellules de myélomes en cuiture
permanente, car elles risquent de subir des mutations.

Dix jours avant la fusion, les cellules de myélome sont décongelées et
cultivées dans un milieu DMEM complet contenant 8 ug de 8-azaguanine. Ce milieu
est utilisé pendant 1 ou 2 passages, un passage étant effectué toutes les 48
heures. '

Le jour de la fusion, les cellules doivent se trouver en phase exponentielle
de croissance et dans un excellent état de viabilité (98 a 100 % de cellules

vivantes).
- Préparation des cellules de myélome le jour de la fusion

Les cellules sont débarassées du sérum contenu dans le milieu de culture
par lavages successifs . aprés avoir agité les cellules du myélome en culture,
celles-ci sont transvasées dans un tube conique stérile de 50 ml (TPP n° 9150,
COSTAR). La suspension cellulaire est complétée @ 5 ml avec du PBS
préalablement portés & 37°C au bain-marie. Le tube est centrifugé a 800 g pendant
5 min. Le surnageant est jeté et le culot subit un deuxiéme lavage avec du PBS afin
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d'enlever toute trace de milieu de culture. Le culot est remis en suspension dans 10
ml de PBS. Un comptage a I'hématimétre permet d'estimer le nombre de cellule.

Remargue : Cette préparation se fait en méme temps que la préparation des
cellules spléniques.

Il - 1.2.2.3 Préparation des cellules spiéniques
- Dissection de la souris :

Aprés avoir tué une souris immunisée, la surface abdominale est désinfectée
avec de I'éthanol a 70 %. La peau est incisée (cette incision ne doit intéresser que
la peau et non la musculature), et elle est séparee de la musculature avec un
instrument non tranchant ou a la main. L'ouverture de la cavité se pratique par
incision puis écartement de la paroi.

- Préléevement de la rate, prépa-ation des cellules spléniques :

La rate, organe hématopoiétique, est bien visible dans la cavité abdominale.
Elle est prélevée a l'aide de deux pinces stériles et elle est placee dans un tube
stérile de Potter, contenant environ 1 ml de PBS a 37°C (préalablement mis au
bain-marie). La rate est ensuite déchiquetée par action douce du piston, afin de ne
pas abimer les lymphocytes qui sont ainsi libérés.

Une sédimentation de quelques minutes suffit & débarasser le mélange des
morceaux de membranes et des débris. La suspension de cellules spiéniques est
reprise dans du MEM.

- Comptage des cellules :
Le nombre de lymphocytes contenus dans la suspension cellulaire est
compté a I'hématimétre. Normalement, une rate contient environ 107 cellules/mi,

soit 108 cellules pour les 10 ml de suspension. Aprés préparation des cellules
partenaires, leur fusion peut étre réalisée.

—422—



il -1.2.3 Fusion
Il -1.2.3..1 Principe
L'hybridation cellulaire proprement dite est réalisée :

* Par la mise en contact membrane a membrane de cellules lymphocytaires,
capables de sécréter des anticorps et des cellules de myélome, capables de
proliférer in vitro.

* Par application temporaire d'un agent chimique fusionnant, a une
concentration trés élevée : le PEG.

Les membranes des cellules partenaires fusionnent et des celluies
multinuciées appelées hétérocaryons se forment. Lors d'une division ultérieure, les
noyaux de I'hétérocaryon fusionnent a leur tour, formant des hybridomes dont les
caractéristiques sont de sécréter des anticorps et de survivre in vitro en se
multipliant de maniére infinie.

Il - 1.2.3.2 Mise en contact des deux types de cellules et
application de I'agent fusionnant

Les cellules spiéniques sont mélangées avec les cellules du myélome
préparées extemporanément avec un rapport de 1 celluie de myélome pour 5
lymphocytes. Le mélange est complété a 50 ml par du PBS et le tube est mis a
centrifuger pendant 5 min & 800 g. Le surnageant est ieté jusqu'a la derniére
goutte, de maniére a ne pas diluer le PEG.

Un volume de 1,2 4 1,3 ml de PEG a 37°C (préalablement mis au bain-
marie) est ajouté goutte a goutte en utilisant une pipette de 1 ml, pendant une
durée déterminée de 1 min, tout en ne cessant de remuer le tube.

Cette étape est suivie d'une dilution de la suspension, goutte a goutte par 5
ml de PBS (en remuant doucement) pour ne pas provoquer une brusque variation
de pH.

Le tube est mis de nouveau a centrifuger pendant 5 min a 800 g. Le culot est
resuspendu en ajoutant 10 mi du milieu HAT.
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Il - 1.2.3.3 Répartition des produits de la fusion
La distribution des produits de la fusion se fait :

* A raison d'une goutte par puits dans les boites de 24 puits stériles
(COSTAR) ensemencées la veille avec la suspension HAT-macrophages
péritonéaux.

* A raison de 150 pl par puits dans les plaques de 96 puits stériles
(COSTAR) ou aucun macrophage n'est ensemence.

* A raison de 150 ul par puits pour des plagues de 96 puits stériles ou 50 pl
de milieu HAT-macrophages péritonéaux sont déposés au jour J-1.

Une semaine aprés la fusion, le milieu de culture est changé par aspiration
de I'ancien milieu, a l'aide d'une pipette Pasteur stérile et 150 i de milieu HAT sont
ajoutés.

L'examen optique au microscope inversé permet de choisir les puits
présentant des clones qui seront testés ultérieurement par ELISA.

Pour obtenir les cellules génétiquement identiques sécrétant les mémes
anticorps, des méthodes de clonage s'averent nécessaires.

Il - 1.3 Méthode de clonage

Il - 1.3.1 Principe

La production d'anticorps monoclonaux nécessite la sélection des cellules a
l'intérieur d'une population cellulaire hétérogéne. Le critere de sélection peut étre :

- soit la rapidité de croissance,
- soit le taux de sécrétion d'une protéine particuliere.

Dans notre cas, il s'agit de sélectionner les cellules en fonction de leur
sécrétion d'immunoglobuline afin d'obtenir un anticorps monoclonal.

Nous utilisons une méthode de dilution limite ou Ies cellules sont déposées
dans les plaques de 96 puits a raison de 1 cellule théorique statistiquement par
pulits.
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Il - 1.3.2 Protocole

Dans un puits initial, les cellules sont comptées (3 comptages) a la cellule de
Thoma. A partir de ce dénombrement, des dilutions successives sont réalisées afin
de distribuer théoriquement dans la plague de 96 puits : 100 cellules dans les 8
puits de la premiére rangée verticale, 10 cellules dans les 8 puits de la deuxiéme
rangée verticale, 1 cellule dans les 80 puits restants.

Les deux premieres rangées servent a la sauvegarde des cellules en cas
d'erreur de manipulation ou de difficulté. C'est dans les 80 puits restants que se
fera la recherche des puits ne comprenant qu'un seul clone. il est généralement
estimé gu'un clonage est réussi lorsque 60 a 70 % des puits comporte un clone et
un seul.

Il - 1.3.3 Sélection des clones sécrétant

Le résultat du premier ELISA suivant la fusion, permet de: sélectionner les 10
puits correspondant aux clones les plus sécrétants.

10 jours aprés le premier clonage, 10 plaques correspondant chacune & un
puits sélectionné a partir du test ELISA, sont observées au microscope et tous les
puits ne présentant qu'un seul clone sont testés par un nouvel ELISA.

A nouveau, les 10 clones les plus sécrétants, sont choisis pour étre
reclonés.

Aprés 5 tests ELISA et 5 clonages, le clone ayant gardé au cours du temps
(toutes ces manipulations s'effectuent sur 6 a 8 semaines) la meilleure sécrétion,
est choisi pour la fabrication en masse de I'anticorps monoclonal. Toutefois, il est
prudent, lors de chaque sélection, de congeler 2 ou 3 clones ayant des sécrétions
intéressantes car on n'est jamais a l'abri d'une contamination ou d'une perte de
secrétion.

It - 1.3.4 Prolifération
Les clones fortement positifs au test ELISA sont transférés dans des puits de
2 mi contenant 1,5 ml de milieu supplémenté avec 10 % de SVF.

Ensuite, ces clones seront transférés dans des flacons de 25 cm2, puis dans
des flacons de 75 cm?2 si nécessaire.
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Lors de ces clonages, il faut favoriser au maximum la pousse cellulaire. Ils
sont donc effectués en présence systématique de 3 a 5.103 macrophages déposés
dans chague puits (100 ul) la veille de la manipulation.

Il - 1.3.5 Congélation des cellules

Cette étape est difficile a supporter pour les cellules. Elles y subissent en
effet .

- un choc thermique,

- une déshydratation qui entraine une augmentation de leur concentration
saline,

- une chute du taux de protéines externes qui jouent le role d'agent
protecteur,

- une variation de pH,

- et surtout un phénomene de surfusion au moment de l'apparition des
premiers cristaux.

Il faut donc diminuer au maximum ce temps de surfusion en augmentant la
vitesse du refroidissement & ce moment précis. Pour obtenir une bonne
congélation, il est conseillé de descendre la température de :

-1°C / minde + 4°C & -45°C,

- 2,5°C / min jusqu'a -75°C,
puis de laisser les cellules a cette température quelques heures et de les transférer
dans l'azote liquide a -196°C (ceci n'est réalisable qu'avec des systémes de
congélation programmables).

En pratique, les cellules sont centrifugées, le culot est repris dans du milieu
de culture supplémenté en SVF a 30 % de telle sorte que I'on ait 5.10° cellules/ml,
ce qui est considéré comme la concentration optimale. On ajoute alors un mélange
DMSO-SVF (1V/4V) goutte a goutte, en agitant le tube dans la glace pilée.

La suspension est alors répartie dans des cryotubes de 1 ml qui seront
déposés soit :

- dans une boite spéciale appelée cryofreeze (POLYLABO - Réf. 22470)
contenant de l'alcool isopropylique. Celle-ci sera ensuite placée quelques heures a
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MILIEUX DE CULTURE SYNTHETIQUES
041-01965( 041-01095
1X 1X
Liquide Liquide
Composant mg/1 mg/1
SELS INORGANIQUES : L-Proline ) i
Ca C1 200.00 200.00 ..
Fe (Neg)y - 9H0 0.10 t'iﬁ”l”e, 42.00 -
K C1 400.00 400.00 -'hreonine 95.00 48.00
Fe S04 (anhyd.) L-Tryptophane 16.00 10.00
- L-Tyrosine 72.00 36.00
mg S04 - 7H,0 200.00 200.00 L Toroes o
Na C1 6400.00 | 6800.00 yrosine (sel disodique) - -
Na HCOj 3700.00 2200.00 L-Valine 94.00 46.00
Na HoPO, - H,02 125.00 |  140.00
VITAMINES :
Pantothénate de Calcium D 4,00 1.00
AUTRES COMPQSANTS : Chlorure de Choline 4.00 1.00
Glucose 4500.00 1000.00 Acide Folique 4.00 1.00
Rouge c¢e Phénol 15.00 10.00 ‘=Inositol 7.20 2.00
Hicotinamide 4.00 1.00
Pyruvate de Sodium - - Pyridoxal HC1 4.00 1.00
Aminopterine - - Riboflavine 0.40 0.10
Hypoxanthine - - Thiamine HC1 4.00 1.00
Thymidine - -
ﬁci$§S_AMINES ’ Milieu d'Eagle Modifié par Dulbecco 041-01965 (Db
- nine - -
L-Asparagine - - Milieu Essentiel Minimum 041-01095 (MEM)
L-Arginine - HC1 84.00 126.00
Acide L-Aspartique - -
L-Cystine 48.00 24.00
L-Cystine 2HC1 - -
Acide L-Glutamique - -
L-Glutamine 584.00 292.00
Glycine 30.00 -
L-Histidine HC1AH20 42.00 42.00
L-Isoleucine 105.00 52.00
L-Leucine 105.00 52.00
L-Lysine HC1 146.00 72.50
L-Méthionine 30.00 15.00
L-Phénylalanine 66.00 32.00

Tableau 2

Composition de milieu de base DMEM et MEM.
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-80°C (selon le fournisseur, l'alcool permettrait la descente graduelle de 1°C/min).
Les tubes seront alors transférés dans un container d'azote liquide a -196°C.

- dans un appareil de congélation (NICOOL 416) comportant une
programmation électronique de la température étalonnée au préalable, pour
chaque type cellulaire. Cet appareil reli€¢ a une bonbonne d'azote permet la
descente en température jusqu'a -196°C.

Les cryotubes seront ensuite transférés dans leur container (BT-CFPO).

Il - 1.3.6 Décongélation des cellules

Si la congélation se fait par étapes, la décongélation doit étre réalisée trés
rapidement a cause de la toxicité, a température ambiante, du cryoprotecteur qu'est
le DMSO. Pour cela, les cryotubes sont sortis de |'azote liquide et immédiatement
plongés dans un bain-marie a +37°C jusqu'a compléte décongélation.

Les cellules sont diluées dans 20 mi de RPMI 1640 complémenté avec 10 %
de SVF et centrifugées 5 min a 800 g. Le surnageant est alors éliminé et le culot
est resuspendu dans 20 ml de milieu contenant une suspension de macrophages,
ce qui augmente le rendement de la reprise des cellules. Les hybridomes sont
répartis a une densité d'environ 5.104 cellules/ml dans des flacons de cuiture de 25
cm2.

Les flacons de culture sont placés debout dans I'étuve pendant 2 jours.
Lorsque les cellules sont a confluence dans le fond du flacon, 10 mi de milieu sont
éliminés et le flacon peut alors étre couché dans I'étuve jusqu'au repiquage dans du
milieu neuf.

Le fait de resuspendre les cellules dans 20 ml de milieu permet une plus
grande dilution du DMSO toxique. Le maintien de la boite debout, facilite la reprise
de la croissance car les cellules sont moins dispersées.

it - 1.4 Production d'anticorps monocionaux anti-hPL

Quand une lignée d'hybridomes est établie, la prolifération de cet hybridome
et par la méme la production d'anticorps monoclonaux, peut étre réalisée soit in
vitro par culture cellulaire, soit in vivo sous forme d'ascite.




Il - 1.4.1 Production in vitro

Les cellules sont maintenues en culture dans des flacons de culture stériles
de 75 cm2, dans du milieu supplémenté a 10 % en SVF. Lorsque 2 & 3 flacons de
culture de 75 cm?2 sont a confluence, il est possible de transférer les cellules dans
des spinners, qui est un systéme agité ou elles poussent plus facilement
puisqu'elles se trouvent en contact permanent avec le milieu.

A JO, le spinner contenant 150 mi de milieu est ensemencé a une
concentration de 5.104 cellules/ml.

Chaque jour un comptage des cellules est effectué a I'hématimétre et un
échantillon de 10 m! est prélevé pour y réaliser (aprés centrifugation) I'analyse de
différents paramétres. Le culot cellulaire est suspendu dans 10 ml de milieu neuf et
replacé dans le flacon.

La pousse cellulaire est moins rapide que lors d'une culture en récolte-
recharge car le milieu s'épuise assez vite et les éléments toxiques s'accumulent.
Mais la consommation du milieu est nettement réduite et les anticorps sont
accumulés dans un volume restreint, ce qui facilite leur purification ultérieure.

La capacité des spinners étant limitée a 250 ou 300 mi maximum, pour une
production plus importante il est nécessaire d'adopter un systéme plus sophistiqué
comme un bioréacteur ou cytoculteur utilisé par d'autres chercheurs dans notre
laboratoire.

Il - 1.4.2. Production en ascite chez les souris Balb/c

Le passage en ascite peut étre pour un clone, la possibilité de le
sauvegarder ou méme de le débarasser d'une contamination bactérienne ; c'est
aussi le moyen de produire des anticorps monoclonaux in vivo. |l est réalisé sur des
souris Balb/c ou hybride F1 Balb/c-C57.

- Principe :

La souris recoit au préalable une injection d'une solution de pristane qui
cause une inflammation stérile, puis les hybridomes de la culture sont injectés. |l se
forme une grande quantité d'ascite contenant des anticorps produits par les
hybridomes injectés. Une quantité importante d'anticorps monoclonaux peut étre
produite par cette technique.
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- Protocole

Un volume de 0,5 mi de pristane (SIGMA CHEMICAL Co) est injecté par voie
intrapéritonéale a des souris Balb/c agées de 8 semaines au minimum. Aprés 15
jours, un volume de 0,5 ml de milieu stérile contenant 5.108 a 107 cellules, est
injecté par voie intrapéritonéale. Le liquide d'ascite peut étre collecté aprés 10
jours.

Les souris sont ponctionnées dans le péritoine. L'ascite s'écoulant dans un
tube conique stérile est clarifié par centrifugation pendant 15 min & 600 g. Le

surnageant est récupéré et réparti par aliquots de 5 ml dans des tubes stériles, puis
mis a congeler a -20°C.

Dans les deux techniques de production, les anticorps monoclonaux obtenus
ne sont pas purs et doivent étre purifiés pour la plupart des usages.

Il - 2 Sélection et caractérisation des anticorps sécrétés par des clones

Il - 2.1 Sélection des hybridomes par test ELISA

Il est nécessaire de tester {'activité anticorps dans les puits pour sélectionner
les hybrides intéressants. Ceci est réalisé par ELISA.

I - 2.1.1 Principe

C'est une méthode de dosage immuno-enzymatique de type non compétitif
en phase hétérogéne. Selon ce procédé, I'anticorps a doser (anticorps de souris
présent dans le surnageant) est fixé, dans un premier temps sur la protéine ayant
servi a l'immunisation (dans notre cas, c'est I'hPL), qui a été fixée sur un support
solide. Aprés élimination des anticorps en excés, {a quantité d'anticorps complexés
avec I'hPL est mesurée, dans un deuxiéme temps, par addition d'un second
anticorps couplé a une enzyme (anticorps de chévre anti-anticorps de souris
couplés a la péroxydase), I'excés de ces anticorps est également éliminé et le
signal enzymatique est déterminé : il est proportionnel a la quantité d'anticorps fixé
sur I'hPL (figure 8).

Pour ce dosage, le premier anticorps doit nécessairement posséder deux
épitopes distincts, de maniére a ce qu'aprés sa réaction avec l'antigéne immobilise,



il puisse encore réagir avec le deuxiéme anticorps spécifique coupié a l'enzyme.
Les antigénes doivent avoir une masse moléculaire assez importante.

il - 2.1.2 Protocole
- Réactifs :
- tampon carbonate de sodium 50 mM, pH 9,6 :
N82003 53¢
Azide de sodium (NaN3) 0,2g

H»0 bidistillée gsp 1000 mi
- plaque Costar

- tampon "Phosphate Buffered Saline" (PBS), pH 7 :

NaCl 8¢
KCI 0,200 g
NaHPO4 2H,0 1,200 g
KH2PO4 11H,0 0,200 g

H»O bidistillée gsp 1000 ml
- PBS Tween (Tween 20, Serva a 1/100 dans du PBS)
- Solution de sérum albumine bovine (SIGMA) & 2 % dans du PBS
- Tampon acétate-citrate, nH 6 :

Solution acétate de sodium :
CH3 COONa 19¢

H>0 bidistillée gsp 1000 mi

Solution acide citriaue
CGH8O7 H20 21g
H»O bidistillée gsp 1000 mi
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La solution d'acétate de sodium est ajusté & pH 6 avec la solution d'acide
citrique.

- Solution mére de 3, 3', 5, 5' tétraméthylbenzidine (TMB)
T™MB 10 mg
Diméthylsulfoxide (DMSO) gsp 100 mi
Conservation de la solution : +4°C a I'abri de la lumiére pendant 15 jours.

- Solution d'eau oxygénée : H,0O5 a 30 volumes

- Solution d'acide sulfurique : HoSOy4, 2 N

- Mode opératoire :

La technique de sélection des hybrides doit étre simple, peu couteuse et de
réalisation facile car elle est répétée souvent : c'est le cas de I'ELISA.
Le procédé se fait en plusieurs étapes :

- Premiére étape : Fixation de I'antigéne

100 ul de la solution d'hPL (UCP, i 020) a 2 yg/ml dans le tampon a pH 9,6
sont distribués dans chaque puits de la plague de microtitration. Elle est alors
recouverte avec un papier d'aluminium et mise a incuber une nuit a +4°C.

- Deuxiéme étape : Saturation des sites de fixation non spécifiques

La plaque est ensuite lavée trois fois avec du PBS et les sites des micropuits
restés libres sont saturés avec 100 ul de la solution de BSA & 2 %. Elie est mise a
incuber une nuit & +4°C ou une heure & 37°C. A ce stade, les plaques peuvent étre
conservées plusieurs semaines a +4°C.

- Troisieme étape : Addition du surnageant de cellule

La plaque a utiliser est lavée trois fois avec du PBS-Tween. 100 ul des
surnageants de culture purs ou dilués, ainsi que 100 ul des contrdles sont
distribués en double. Elle est & nouveau recouverte d'une feuille de papier
aluminium (pour éviter une évaporation trop importante) et mise a incuber 2 heures
a 37°C (ou une nuit a +4°C). '
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Figqure 8 : Complexe formé au cou:s des différentes étapes du test

ELISA. E = enzyme (péroxydase)
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- Quatriéme étape : Addition de la solution du deuxiéme anticorps conjugué

Cette plaque est lavée cinqg fois avec du PBS-Tween. 100 ul de la solution
contenant 2 ug/ml du deuxiéme anticorps marqué a la péroxydase sont distribués
dans tous les puits, et la plaque est mise a incuber une heure a 37°C.

- Cinquiéme étape : Addition du substrat et révélation des plaques

Cing lavages de la plaque avec du PBS-Tween sont nécessaires et un
dernier avec le tampon citrate pH 6 est effectué. A ce moment la, 100 ul de la
solution de TMB sont ajoutés. Le complexe représenté sur la figure 8 est obtenu.

- Sixiéme étape : Arrét de la réaction
Elle consiste a arréter la réaction et a lire les différentes plaques au

photomeétre (MOLECULAR DEVICE). Aprés 10 min d'incubation, 25 pl de la solution
de HySO4 2M sont ajoutés afin d'arréter la réaction immuno-enzymatique. La

plaque est ensuite lue a une longueur d'onde entre 450 et 650 nm.

Il - 2.2 Déte'mination de l'isotype -

La classe de l'anticorps sécrété dans le surnageant de culture ou dans
I'ascite, est déterminé par un kit (Mouse monoclonal antibody isotyping kit
AMERSHAM). La trousse comprend 10 bandes sur lesquelles sont fixées des
anticorps dirigés contre les différentes classe d'immunogiobulines : anti-lgGA, IgM,
IgG1, 1gG2a, IgG2b et IgG3, Kappa et Lambda. Les bandes sont incubées a 37°C
pendant 2 heures en présence de surnageant d'hybridomes ou d'ascites avec les
dilutions recommandées par le fabricant, la révélation est faite par une réaction a la
péroxydase.

Il - 3 Purification des anticorps murins

La concentration et la purification des anticorps peut se faire par plusieurs
méthodes qui, éventuellement, peuvent étre combinées.

Il - 3.1 L'ultrafiltration
L'ultrafiltration est une étape préliminaire, elle est utilisée ici afin d'éliminer
les sels des solutions contenant les anticorps anti-hPL et pour concentrer les

échantillons qui seront ensuite lyophilisés avant d'étre soumis & des
chromatographies.
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Les milieux de culture d'hybridomes sécrétant sont prélevés puis centrifugés
a 800 g pendant 5 min. Les cellules sont remises en culture et les surnageants sont
ultrafiltrés dans une cellule d'ultrafiltration (AMICON) avec une membrane a seuil
de coupure 105 daltons, sous une pression de 4 bars. Le rétentat est ramené a son
volume initial par addition d'eau distillée, et uitrafiltré a nouveau. L'opération est
recommencée deux fois. La concentration en protéines dans les rétentats et dans
les ultrafiltrats est déterminée.

Bien que le débit de filtration soit inversement proportionnel a la viscosité du
fluide, elle-méme proportionnelle a la température, 'opération se fait en chambre

froide pour éviter la dénaturation des protéines.

Les surnageants récoltés avant et aprés I'étape de lavage sont dosés en
ELISA.

Il - 3.2 Précipitation par le sulfate d'ammonium et dialyse

Cette méthode est basée sur la propriété qu'ont les protéines de précipiter
quand on augmente, avec certains sels neutres, la force ionique du milieu. Axen et
Ronato (1987) préconisent de travailler entre 40 et 45 % de saturation en sulfate
d'ammonium pour précipiter la totalité des IgGs. A (x) ml de surnageant maintenu
sous agitation, on ajoute goutte a goutte (x) fois 0,818 ml de solution aqueuse
saturée en sulfate d'ammonium. Le mélange est laissé a 4°C pendant 12 heures. Le
milieu est ensuite centrifugé a 15 000 g pendant 30 min & 4°C dans une
centrifugeuse J2-21 (BECKMAN). Le surnageant est éliminé, tandis que le précipité
est dissous au 1/100 du volume initial dans de I'eau distillée. Il est ensuite dialysé
contre de I'eau en changeant plusieurs fois I'eau pendant 24 heures, puis contre du
tampon Tris-HC| 10 mM pH 8 (utilisé en FPLC).

Apres dialyse, les échantillons sont caractérisés par une électrophorese
dans des conditions dénaturantes.
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Il - 3.3 Chromatographie par gel filtration

La colonne que nous avons utilisé (SR PHARMACIA, 80 x 2,5 cm) est
remplie d'un gel Séphacryl S 200 (PHARMACIA), vendu prét a l'emploi, qui
posséde un domaine de fractionnement compris entre 5000 et 300.000 Da.

Nous avons utilisé le Bleu Dextran (PM 2.000.000) pour déterminer le
volume mort (Vo) de la colonne, et le chromate de potassium CrK,O4 (PM 194 4)
pour déterminer le volume du lit de gel (Vt).

Une fois fa colonne équilibrée, 3 g de I'échantilion lyophilisé sont repris dans
1 ml de tampon Tris/HCI 0,5 M, pH 8, puis filtré et alourdi par du sucrose pour éviter
sa dilution dans le gel. L'échantillon ainsi préparé est déposé sur la colonne de
Séphacryl S 200 avec un débit de 15 mi/h. Les fractions de 0,5 mi sont collectées et
lues au spectrophotométre a 280 nm.

Il - 3.4 Chromatographie d'échange d'ions avec le systeme FPLC

La colonne 5PS5PW (LKB ULTROPEC) (215 x 150 mm), échangeuse
d'anions que nous avons employée, est constituée d'un gel polymere hydrophile
dont le groupe fonctionnel est CqHgSO4 - Na*. La taille des billes du gel est de
13 um avec une limite d'exclusion de 1 x 106.

A cette colonne sont reliés :

- deux pompes P 500 (PHARMACIA),

- une chambre de melange (PHARMACIA),

- un programmeur de gradient (GP 250 PHARMACIA),

- un injecteur : Valve V-7, muni d'une boucle d'injection de 500 pi
(PHARMACIA),

- un détecteur spectrophotométrique LKB 2238 UVICORD SlI, equipé d'un
filtre 2 229 nm,

- un enregistreur Rec 482 (PHARMACIA).

Avant chaque série d'injections, la colonne, conservée dans I'éthanol a 10
%, est rincée par 10 ml de tampon A (Tris/HCI, 10 mM, pH 8) suivi par 10 mi de
tampon B (tampon A + NaCl, 500 mM). Afin d'éviter la formation de builles lors de
l'augmentation de la pression, les tampons doivent étre filtrés (dispositif GS 047,
0,22 u MILLIPORE) et dégazés 10 min aux ultrasons, avant le démarrage de la
chromatographie.



L'échantilion lyophilisé est repris par un volume minimal de tampon A et
ajusté a pH 8 avec de la soude 2 N. 500 ul d'échantillons sont injectés & l'aide
d'une seringue de 1 ml. Un gradient de 0 & 500 mM de NaCl est ensuite mis en
place pour décrocher les molécules retenues (Tableau 3).

Temps (min) % tampon A % tampon B
Tris/HC! 10 mM Tris/HC! 10 mM, NaCl
pH 8 0,5MpH8
5 100 0
2 35 0 100
7 100 0
|

Tableau 3 : Composition des tampons et gradient utilisés pour la chromatographie
d'échange d'ions sur colonne SP5PW (LKB ULTOPEC).

Il - 3.5 Chromatographie d'affinité

Par cette méthode, on procéde a la séparation de la population d'anticorps
par procédés immunochimiques basés sur ['utilisation d'un ligand immobilisé sur un
support appelé matrice, qui a une affinité pour le produit a purifier. Le produit est
ensuite désorbé sélectivement, aprés élimination par lavage des autres produits
non fixes.

Les anticorps anti-hPL ont été purifiés a partir de surnageant de cuiture
d'hybridomes, en utilisant un gel de protéine A-sépharose CL-4B (PHARMACIA),
qui a la propriété de fixer les immunoglobulines G. Le gel est préalablement
équilibré dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M, pH 8,9.

La méthode de purification des anticorps monoclonaux de souris par
chromatographie d'affinité sur protéine A-sépharose est rapide, efficace et elle
permet une purification en une seule étape des immunoglobulines G. La protéine A,
composant majeur de la paroi de Staphylococcus Aureus, a pour propriété de fixer
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spécifiquement les immunoglobulines par leur partie Fc et particuliérement les
IgG2a, 1gG2b et 19gG3.

L'interaction entre la protéine A-sépharose et les sous-classes
d'immunoglobulines dépend du pH. Ainsi, les IgG1, qui ne sont que partiellement
absorbées a pH neutre, le sont a pH alcalin : 8,1.

- Réactifs :
Protéine A-sépharose 4B (PHARMACIA LKB, Uppsala, Suede).

4 mi de gel sont utilisés dans une colonne 8 x 80 mm. Toutes les
manipulations sont effectuées en chambre froide a +4°C.

Tampons utilisés :

Tampon A . Phosphate de sodium 0,1 M - pH 8,9

Tampon B : Citrate de sodium/acide citrique 0,1 M, pH 5,5
Tampon C : Citrate de sodium/acide ci-rique 0,1 M, pH 4
Tampon D : Citrate de sodium/acide citrique 0,1 M, pH 3,5
Tampon E : Citrate de sodium/acide citrique 0,1 M, pH 3

Les tampons sont filtrés préalablement sur une membrane & 0,22 ym.

- Protocole :

L'échantillon a purifier peut étre du liquide d'ascite ou du surnageant de
culture. Son pH est ajusté a 8,9 avec de la soude 1 M ou par dialyse contre le
tampon d'équilibrage (Tampon A).

La colonne est préalablement équilibrée avec le tampon A, pendant une nuit
avec un débit de 6 mi/h. Pendant la phase de dépdt de I'échantillon, le débit est
réglé a 6 mi/h. Pour les phases d'élution, il sera stabilisé a 18 mi/h.

La colonne est lavée avec le tampon A, jusqu'a ce que la D.O. des éluats,
lue par spectrométrie d'absorption a 280 nm, atteigne 0. Ceci permet d'éliminer les
protéines contaminantes, dont les IgM et les IgA qui ne se lient pas au support (en
cas d'un immunsérum).
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L'élution séquentielle permet de séparer dans la plupart des cas assez
facilement les sous-classes. Les valeurs de pH utilisées sont récapituiées dans le
tableau 4.

IgG1 lgG2a IgG3 . IgG2b
pH recommandé pour I'élution 15,5 45 3,5 3
Etampon utilisé B C D E

Tableau 4 : pH et tampons recommandés pour ['élution des différentes sous-
classes d'lgG.

La colonne est ensuite régénérée par passage pendant 1 h du tampon E,
avec un débit de 18 mi/h.
Le cycle se termine par un rééquilibrage de la colonne a pH 8,9 avec le
tampon A. Elle est préte pour une nouvelle utilisation. Elle peut étre utilisée pour 50
cycles si elle est utilisée avec les précautions nécessaires.

Il - 4 Analyses des protéines et peptides

Il - 4.1 Dosage des protéines des surnageants de culture

La concentration en protéines a été mesurée par la méthode de Lowry
(Lowry et al., 1951) qui permet de déterminer des concentrations protéiques dans
un intervalle allant de 30 a 300 mg/l. Pour chaque dosage, on réalise une gamme
etalon avec de la sérum albumin bovine.

Il - 4.2 Vérification de la pureté des protéines

La détermination de la pureté des protéines se fait par électrophorése en gel
de polyacrylamide sodium dodécylsulfate (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
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- Solution acrylamide, bis acrylamide :

Acrylamide 36,69
Bis acrylamide 1 g
H-O gsp 100 mi

- Composition des gels du systéme discontinu :

Concentration du gel 13 % 5%
Solution acrylamide, bis acrylamide 8,7 ml 1,25 mi
Tampon Tris HCl 1 M, pH 8,8 7,5 mi 0

Eau bidistillée stérile 3,7 mi 6,9 ml
Temed 100 % 25 ul 20 ul
Persulfate d'ammonium 30 mg/mi 200 ul 50 ui
SDS20% 100 ul 100 ul
Tampon Tris HCI 1 M, pH 6,8 0 1,25 ml

Les échantillors a étudier ont été dissous dans du tampon de gel de
concentration contenant SDS 1 % et 2-mercaptoéthanol 5 %. Puis le mélange est
placé au bain-marie a 100°C pendant 3 min et mélange volume a volume, & la
solution comprenant du glycérol 20 % et du bleu de Bromophénol. Ce colorant
permet de visualiser le front de migration. Le tampon de migration est composé de
Tris/HCI 0,05 M, pH 8,9, glycine 0,3M et SDS 0,1 % avec un courant de 60 mA,
30 W, 500 V pour une plaque de 15 x 15 cm, pendant 2 h 30 environ.

Les protéines sont fixées dans une solution de TCA 12 % (P/V) pendant une
heure. Puis colorées au bleu de Coomassie R 250 0,1 % (P/V) dans une solution

eau/méthanol/TCA (1/1/2 VIV) pendant 2 heures.

Le gel est décoloré dans un meélange eau/éthanol/acide acétique
(6,25/3/0,75 VIV).

Il - 5 Détermination des caractéristiques des anticorps anti-hPL

Il - 5.1 Marquage de I'hPL

Nous avons choisi {a méthode a la chloramine T décrite par Greenwood et
Hunter (1963). 20 ug d'hPL sont dissous dans 100 ul de tampon phosphate de
sodium 0,5 M, pH 7,5 et 10 ul d'iodure de sodium radioactif (activité specifique de



629 M Bag/ug et une concentration de 3,6 G Bg/ml), sont ajoutés. Pour initier la
réaction (température ambiante), 20 ul d'une solution de chloramine T (solution & 1
mg/ml) sont ajoutés sous bonne agitation au Vortex, pendant 30 secondes.

La réaction est interrompue par addition d'une solution réductrice : 100 ul de
métasulfite (2 mg/ml dans une solution de phosphate de sodium 0,5 M, pH 7.5). Le
milieu réactionnel est immédiatement déposé sur une colonne PD 10
(PHARMACIA), contenant du gel Sephadex G50, équilibrée au préalable par une
solution de tampon phosphate 0,05 M, pH 7,5 contenant de la BSA a la
concentration de 10 mg/mi.

Le méme tampon est utilisé pour 'élution et des fractions de 10 gouttes, soit
environ 0,5 ml sont recueillies dans des tubes qui contiennent déja 0,1 ml de BSA
a 2 %, afin d'empécher ['absorption de 'hormone marquée sur les parois des tubes.
Le comptage est réalisé ensuite sur des parties aliquotes de 10 ou 100 ul avec un
compteur gamma.

Le profil d'élution fait apparaitre 2 pics bien séparés : par test ELISA, on
détermine que le premier pic correspond a I'hormone marquée et le deuxiéme a
l'iode libre. Les fractions provenant du premier pic sont rassemblées et conservées
a +4°C.

Il - 5.2 Détermination de la constante d'affinité

La détermination de la constante d'affinité est basée sur la compétition entre:

- le ligand radiomarqué (concentration fixe de 1251-hPL),
- le ligand froid (concentration variable d'hPL froid), pour leur fixation a des
anticorps monoclonaux anti-hPL.

- Dilution du travail :

Pour que la compétition s'établisse, il est indispensable que le nombre de
sites d'anticorps offerts soit en défaut par rapport a la concentration d'antigéne. II
faut donc, au préalable, rechercher une dilution d'anticorps qui permette en
présence de faible quantité d'hormones marquées, d'avoir un rapport hormone liée
(B*)/nhormone libre (F) égal a 50 %.
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- La competition :

Dans une plaque flexible de 96 puits (FALCON 3911, Micro test Ill, Flexible
ASSAY Plate), nous avons déposé 100 ul dans chaque puits d'une solution de
I'anticorps monoclonal arti-hPL (la concentration de |'anticorps est celle qui a
permis d'avoir un B*F = 50 %) dans du tampon bicarbonate pH 9,6. La plaque est
incubée une nuit & 4°C, puis lavée trois fois avec du PBS et les sites des puits
restés libres sont saturés avec 100 ul de la solution de BSA a 2 %. La plaque est
remise a incuber une nuit a 4°C ou une heure a 37°C. 50 ul d'hPL marqué 2 l'iode
125 a une concentration fixe (40 ng/ml) possédant une activité spécifique de 18,5 G
Ba/ug, est déposée seulement dans 24 puits et sur les mémes puits sont ajoutés le
méme volume d'hPL froid a des concentrations décroissantes en diluant au 1/2 a
partir de 100 ng. Chaque point est répété 4 fois, la plaque est incubée 2 heures
sous agitation a 37°C. Aprés 5 lavages avec du PBS Tween, les puits sont
découpés et |a radioactivité fixée est comptée dans un compteur gamma.

Il - 5.3 Recherche des épitopes de I'hPL

La stratégie que nous avons utilisée pour localiser les épitopes de 'hPL, est
la digestion enzymatique ou chimique de cette hormone, suivie de la purification
des différents fragments dont {'activité immunologique sera testée par la technique
ELISA avec chaque anticorps obtenus dans les différents clones.

Il - 5.3.1 Dénaturation de I'hPL

La plupart des épitopes ou déterminants antigéniques sont situés a la
surface de la protéine et formés par la structure tertiaire : ils peuvent étre des
épitopes discontinus, c'est-a-dire constitués d'acides aminés non continus, mais
juxtaposés a la surface de la protéine & I'état native (Richards et coll., 1981 ;
Benjamin et coll., 1984 ; berzofsky et coll, 1985 ; Van Regenmortel, 1986).

Il - 5.3.1.1 Coupure des ponts disulfures

La méthode utilisée est celie de Konisberg (1972), qui consiste a faire une
solution d'hPL a 1 % dans un tampon Tris/HCI 0,5 M, pH 8, 8 M d'urée et 2 mM
d'EDTA. Les tubes sont saturés a l'azote, fermés et chauffés a 50°C pendant 30
min. A la protéine dénaturée, on ajoute un agent réducteur : le dithiothreitol (DTT),
50 fois molaire, en excés par rapport a la molarité des ponts disulfures.
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La solution est saturée une nouvelle fois en azote, puis portée a 50°C
pendant 4 heures. Apres refroidissement, on ajoute un agent bloquant la
reformation des ponts disulfures : I'iodacétamide, a une molarité double de celle du
DTT, puis la solution est dialysée contre du PBS.

L'hPL dénaturée est testée par la technique ELISA, en la comparant avec un
témoin positif qui est I'nPL native.

Il - 5.3.1.2 Hydrolyse chimique par le bromure de
cyanogéne (CNBr)

Le CNBr coupe spécifiquement les liaisons méthionine-peptide et, dans la
plupart des cas, quantitativement, du c6té COOH de la méthionine. La Met étant
comparativement rare dans les polypeptides (hPL en posséde 6), ceci engendre
des fragments dans la gamme de tailles désirées.

Un milligramme d'hPL est dissous dans une solution d'acide formique a
70 %, en présence de 2 mg de bromure de cyanogéne (David et al., 1990), puis
incubé pendant 16 h a température ambiante ou 3 h a 37°C. Aprés incubation, la
solution est dialysée contre un grand volume d'eau physiologique jusqu'a
élimination totale du bromure de cyanogéne. La solution est évaporée a I'appareil
"Speed-Vac", puis les tubes sont gardés a -20°C. La digestion est suivie au cours
du temps par électrophorése sur gel de polyacrylamide a une concentration de
20 % pour apprécier le temps ou I'hydrolyse de 'nPL est compléte.

Il - 5.3.2 Séparation des fragments peptidiques par
chromatographie HPLC

La séparation est obtenue sur un appareil MILLIPORE Waters, piloté par
une station informatigue NEC APC IV. Les chromatogrammes obtenus sont
analysés a l'aide du logiciel Waters Maxima 820, version 3-02.

Un volume de 100 ul, équivalent a 100 ug de fragments, est déposé sur une
colonne C4 Butyl Aquapur Applied Biosystems (4.6 x 250 mm, 300 x 10-10). Le
débit est de 0.6 mi/min, en gradient linéaire d'acétonitrilte (CH3CN) en présence de

0,1 % d'acide trifluoroacétique (TFA) ; la lecture se fait & 214 nm.
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Il - 5.3.3 Séparation des peptides par électrophorése capillaire

L'appareil utilise, le P/ACE System 2000 (BECKMAN), équipé d'un capillaire
de 75 um de diameétre et 75 cm de longueur (la longueur utile jusqu'au détecteur
est de 50 cm). Les électrogrammes sont analysés par le logiciel Maxima 820

Waters.

Les peptides sont élués par un tampon citrate 20 mM, pH 2,5 a 30°C et la
détection est faite a 200 nm.

Il - 5.3.4 Identification des pics séparés par HPLC
Les fractions obtenues sont distribuées & raison de 100 ul par puits, pour
chaque fraction dans une plaque de 96 puits ainsi qu'un témoin positif composée de
I'hPL a 2 ug/ml dans le tampon bicarbonate pH 9. L'opération est poursuivie comme
dans le cas d'un test ELISA spécifique.
Il - 5.3.5 Séquencage et structure de I'épitope
Le séquencage a été effectué au CNRS au service central d'analyse
(Docteur Denoroy, Lyon). Les séquences d'acides aminés identifiés apres chaque
cycle de dégradation, sont analysées selon leur agencement et leur position dans
la structure générale de I'hPL pour définir la région ou se trouve ['épitope.

It - 6 Etude de la relation hPL-AMPc

Il - 6.1 Etude de la fixation de 'AMPc sur I'hPL

Nous avons étudié la réaction hPL anti-hPL en présence et en absence
d'AMPc. Pour cela, nous avons distribué, a raison de 100 ul par puits dans une
plaque de 96 puits, une solution d'hPL a 2 ug/ml dans le tampon bicarbonate, pH
9,6 (voir test ELISA). La suite de I'expérience est résumée sur le tableau 4.

La quantité d'AMPc fixé sur I'hPL étant révélée par un second anticorps
marqué & la péroxydase (TAGO).
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N° des puits 1-2 |34 |56 |78 [9-10 | 1112

i’hPLZug/ml 100 | 100 {100 [100 [100 | 100 |
f(ul) i

Rangée (A)
anti-hPL pur | 10-1 | 102 [103 {104 . 10
100 ul

Rangée (B) |
anti-hPL 100ul  |pur | 10-1 {102 [10-3 {104 | 105
I+ 20 pM d'AMPC
par puits

ERangée (C) '
‘Témoin négatif
anti-hPL 0 0 0 0 0 0

Tableau 5: Protocole de I'étude de la fixation de I'AMPc sur I'hPL.

Il - 6.2 Dialyse a I'équilibre

Dans deux compartiments A et B séparés pa- une membrane semi-sélective,
a seuil de coupure 1000 daltons, nous avons mis deux solutions formées de :

Compartiment A Compartiment B
PBS/mi 2 2
AMPc froid en nM 0,05 0,05
AMPc radioactif en nM 0,05 0,05
hPL en pM 0 0-12,5-25-50

Les tubes sont maintenus sous agitation a 4°C pendant 24 heures, puis la
radioactivité de chaque compartiement est mesurée.
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Il - 6.3 Passage de I'nPL sur une colonne d'agarose-AMPc

Cette expérience nous permet de confirmer la liaison AMPc-hPL en utilisant
I'AMPc fixé sur I'agarose comme ligand, pouvant présenter une affinité avec 'hPL.

- Réactifs :

- gel d'agarose-AMPc (SIGMA)

- tampon Tris/HCI , pH 7,5, NaCl 150 mM, Charps 2 %

- NaCl 150 mM

- Charps 2 % (3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesuifonate)
(SIGMA)

- hPL 1 mg (UCP)

- SDS a 5 % et a 10 % dans du tampon Tris/HCI, pH 7,5

- Mode opératoire :

1 g de gel sec est mis a gonfler pendant 30 min dans le tampon Tris/HCI, pH
7.5 et lavé (100 ml) sur filtre MILLIPORE HA 0,45 um. Le gel est coulé dans une
colonne (2 x 5 cm) qui est ensuite équilibrée avec le méme tampon pendant une
nuit & un débit de 4 mi/h.

L'hPL commercial est repris dans 1 mi d'eau distilliée et il est déposé sur la
colonne avec un débit de 4 mi/h, puis le débit est augmenté a 16 ml/h pour les
phases suivantes. Aprés l'injection de I'échantillon, la colonne est lavée avec le
méme tampon afin d'éliminer les protéines non fixées, jusqu'a ce que l'absorbance
des tubes, lue a 280 nm, revienne a 0.

Les tampons d'élutions Tris/HCI, NaCl 150 mM, pH 7.5 a1 % et 2 2 % de
SDS sont passés successivement a un débit de 16 mi/h de maniére a éluer I'nPL
fixée sur le gel. La présence d'hPL dans les différents pics est testée par la
technique ELISA.

Une deuxiéme expérience a été refaite en modifiant les conditions. Le
charps et NaCl ont été enlevés du tampon. Le temps de contact entre agarose et
I'nPL a été porté a 18 h.

L'élution se fait par 500 mmoles de NaCl dans le tampon Tris/HC! en
mesurant la DO, puis par SDS 1 % dans le tampon Tris /HCI.
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Il - 6.4 Mesure de l'activité kinasique

Les kinases ou ATP protéines phosphotransférases catalysent le transfert du
phosphate terminal de I'ATP sur des substrats protéiques variés.

L'activité kinasique est déterminée par la mesure de l'incorporation du 32P
dans des histones, ou de la caséine, selon la méthode de Tao (1972) et celle de
Vuillemin-Gelot (1975).

Il - 2.6.4.1 En utilisant la caséine comme substrat
- Réactifs :

- ATP marqué au 32P en gamma (AMERSHAM) dilué au 1/25 : activité
spécifique 74.106 Bg/nmole ; 37 G.Bg/mli

- Tampon Tris/HCI pH 8,5, 200 mM

- Caséine (MERCK) concentration initiale 50 mg/mli

- hPL (UCP) concentration initiale 1 mg/mi

- Protéine kinase AMPc dépendante de coeur de boeuf (SIGMA) a 1 mg/mi

- Mode opératoire :

Le protocole de la réaction est résumé dans le tableau 5. Le volume final du
mélange réactionnel est de 0,2 mil.

La réaction est arrétée par addition de BSA et d'acide trichloracétique. Le
précipité est recueilli sur des disques de fibres de verre (WATMANN GF/C) et lavé
5 fois avec 2 ml d'acide trichloacétique & 10 %. La radioactivité des disques est
comptees.
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Blanc PK, hPL; hPL, hPLs hPL; hPLs
Tampon ul 160 140 158 165 150 145 140
ATPYP32 | 10 10 10 10 10 10 10
AMPc ui
(160 pMol/mi) 200 20 20 20 20 20 20
Caséine pl 10 10 10 10 10 10 10 |
PK l - 20 - - - - |
PK pmol - 110 - - - -
hPL pl - - 2 5 10 15 20 f

hPL pmol - - 92 231 462 693 924 l
s

Le mélange est incubé 10 min a 37°C, puis

BSA 30 ng/ml 20 20 20 20 20 20 20 !'
TCA 10% ml 2 2 2 2 2 2 2 ’

|
|
Tableau 6 : Mode opératoire pour déterminer I'activité kinasique d'aprés

TAO (1972).

La méme mesure de l'activité kinasique a été faite en présence d'anticorps
anti-hPL ajoutés a des doses constantes (voir résultats).

Il - 6.4.2 En utilisant le lysat de lymphocytes humains comme
substrat

Au cours de la grossesse, 'hPL passe dans la circulation maternelle et
régule entre autre, le métabolisme énergétique chez la mere, afin que cette
derniére puisse fournir au foetus les substrats dont il a besoin. Si 'hPL agit en tant
que kinase, les cellules sanguines (lymphocytes) pourraient contenir le substrat
spécifique de cette kinase. C'est pourquoi nous avons testé ['activité kinasique de
I'nPL sur un lysat de lymphocytes humains.
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- Préparation du lysat lymphocytaire :

Les cellules mononuciéées du sang ont une densité différente de celle des
granulocytes. Boyum, en 1968, décrivait la technique qui permet, par centrifugation
en gradient de densité, de retenir les cellules mononucléées (lymphocytes et
monocytes) et d'agglutiner la plupart des granulocytes.

- Matériel :

- centrifugeuse basse vitesse réfrigérée

- tubes a centrifuger de 50 ml transparents

- héparine Roche (5000 U/mi)

- PBS

- MSL (milieu de séparation des lymphocytes, MSL 2000, EUROBIO)

- Méthode :

Le lysat cellulaire est utilisé comme substrat pour mesurer I'activité kinasique
de I'nPL.

- le sang est prélevé stérilement dans un flacon contenant 1 ml d'héparine
pour 100 ml de sang

- le sang est dilué au 1/2 avec du PBS

- dans un tube a centrifuger de 50 mi, il est déposé 10 ml de MSL, auquel on
ajoute 20 ml de sang dilué

- I'ensemble est centrifugé pendant 30 min a 580 g

- la couche supérieure du plasma est éliminée a I'aide d'une pipette Pasteur

- les lymphocytes sont lavés avec du PBS et centrifugés pendant 10 min a
390 g.

- le culot est repris dans 0,5 ml de PBS

- les cellules sont lysées par sonication durant 3 min

- les lysats des cellules sont centrifugées pour éliminer les membranes
cellulaires

- pendant notre travail, nous avons utilisé une concentration de 3 mg/ml de
protéines lymphocytaires

- mesure de ['activité kinasique

— 69—



Le méme protocole que précédemment a été utilisé ; la caséine a été
remplacée par 10 pl de lysat lymphocytaire.

Il - 6.5 Immunotransfert

La technique d'immunotransfert combine la résolution de I'électrophorése sur
gel et la spécificité de la détection immunochimique. Cette technique est utilisée
pour déterminer certaines caractéristiques des protéines ainsi mises en évidence
(quantité, poids moléculaire apparent et rendement d'extraction).

L'immunotransfert se déroule en six étapes successives :

1 - Préparation de I'échantillon

2 - Migration de I'échantillon sur gel d'électrophorése

3 - Transfert des protéines sur une membrane

4 - Blocage des sites de fixation non spécifiques de la membrane
5 - Réaction avec l'anticorps

6 - Révélation

Il - 6.5.1 Préparation de I'échantillon
40 ! de la solution hPL & 1 mg/ml est mélangée avec 40 ul du tampon :
Tris/HCI 1 M, SDS 2 %, DTT 100 mM, pH 8,8 et bleu de bromophenol 0,01 %.
L'échantillon est placé dans un bain-marie & 100°C pendant 5 min. puis
centrifugé a 10.000 g pendant 10 min. Le surnageant est récupéré. Les échantillons
peuvent alors étre conservés a -20°C, ils sont stables pendant plv'sieurs mois.
Les échantillons sont désormais préts pour I'électrophorése.

Il - 6.5.2 Migration de I'échantillon sur gel d'électrophorese

Nous avons utilisé un gel commercialisé (phast-gel, PHARMACIA) a 20 % de
polyacrylamide imbibé dans un tampon d'acétate a 0,112 M, Tris 0,112 M, pH 6,8.

Le tampon utilisé au niveau des deux électrodes (anode et cathode) est :

- pour l'électrophorése dans les conditions dénaturantes : tricine 0,88 M, Tris
0,20 M, SDS 0,55 %, agarose 2 %.



- pour les conditions non dénaturantes : alanine 0,88 M, Tris 0,25 M,
agarose 2 %, pH 8,1.

Il - 6.5.3 Transfert des protéines sur une membrane de nitrocel-
lulose

La méthode de transfert des protéines, du gel a la membrane de
nitrocellulose, est souvent rapide, efficace et ne requiert pas de générateurs
électriques de forte puissance.

- Mode opératoire :

- Les électrodes de l'appareil de transfert semi-sec sont rincées avec de
I'eau distiliée.

- Six feuilles de papier absorbant (watman 3 MM) ainsi que ia membrane de
nitrocellulose sont découpés a la taille du gel.

- La membrane de nitrocellulose est émergée dans un bain d'eau distillse
pendant 20 min, puis immergée pendant 2 min. Le papier absorbant est mouiilé
dans le tampon suivant :

Concentration Pour 1000 ml
Tris base 48 mM 58g
Glycine 39 mM | 299
SDS 0,037 % (poids/volume) | 0,379
Méthanol 20 % o 200 ml
Eau distillée gsp 1000 mi

- Sur la plaque inferieure de I'appareil sont déposés : le gel, la nitrocellulose
et le papier absorbant dans I'ordre suivant :

* électrode

* trois feuilles de papier absorbant imbibés de tampon de transfert
* la membrane imbibée d'eau

* le gel de polyacrylamide Iégérement mouillé avec de I'eau

* trois feuilles de papier absorbant imbibées de tampon de transfert
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- L'électrode (la cathode) est ensuite placée soigneusement sur I'ensemble.
Aprés avoir connecté les électrodes, le transfert est démarré. Le transfert dure de
45 min & 1 h 30, en utilisant 0,8 mA par cm2 de gel, 20 V et 1 Watt & une
température de 15°C.

- Aprés une heure de transfert, I'ensemble est démonté et la membrane est
marquée pour conserver son orientation.

If - 6.5.4 Blocage des sites de fixation non spécifiques de la
membrane

La membrane est lavée 5 fois dans du PBS, puis elle est incubée durant une
nuit dans du PBS contenant 3 % de BSA a une température de 37°C sous agitation.

La membrane de nitrocellulose est lavée ensuite 5 fois avec du PBS pendant
5 min.

Il - 5.5.5 Réaction avec les anticorps

Les protéines fixées sur la membrane sont détectées grace a une réaction
antigéne-anticorps. Les anticorps peuvent étre marqués, permettant de détecter
directement I'antigene (détection directe), ou non marqués. lls seront alors révélés
par des réactifs secondaires marqués (détection indirecte).

Nous avons choisi la deuxiéme méthode, car les réactifs secondaires
commercialement disponibles sont nombreux.

La membrane est incubée dans 1 ml de la solution d'anticorps a 60 ug/ml
dans du PBS pendant une nuit sous agitation.

Il - 6.5.6 Révélation

La membrane est lavée 5 fois dans du PBS-Tween 0,05 % (NaCl 150 mM,
Tris 50 mM, pH 7,5) pendant 5 min. La membrane est ensuite incubée pendant 2 h
a 37°C avec le deuxiéme anticorps anti-lgG de souris lié a la phosphatase aicaline,
dilué au 1/4000 dans du PBS. La membrane est lavée 5 fois avec du PBS pendant
5 min puis incubée pendant 30 min dans ia solution de révélation préparée de la
facon suivante :
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- Préparation des trois solutions stock :

. dissoudre 0,5 g de NTB dans 10 mi de diméthylformamide 70 %

. dissoudre 0,5 g de BCIP dans 10 mi de diméthylformamide 100 %

. tampon pour la révélation de I'activité phosphatase alcaline : NaCl
100 mM, MgCi, 5 mM, Tris 100 mM (pH 9,5)

Toutes ces solutions sont stables a 4°C pendant au moins un an.

- Préparation de la solution de révélation :

66 ul de la solution stock de NBT sont ajoutés & 10 ml de tampon pH 9,5.
Apres avoir bien mélangé les solutions, 33 ul de ia solution stock de BCIP sont

ajoutés. Ce mélange doit étre utilisé dans I'heure qui suit la préparation.

La réaction est arrétée par ringage de la membrane par du PBS contenant
20 mM d'EDTA.
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lll - RESULTATS



Il - 1 Fabrication d'hybridomes anti-hormone lactogéne placentaire

A 6 souris femelles F1 de 8 semaines ont été injectés, en intrapéritonéaie, 3
fois 35 ug d'hPL + ACF, puis 6 mois aprés 250 ug d'hPL + IFA a celle qui présentait
le taux d'anticorps le plus important.

1,3.108 lymphocytes ont été fusionnés avec 4.107 cellules de myélome dont
le temps de doublement était de 15 h. Les cellules ont été réparties a raison de
3,2.105 cellules fusionnées par puits. Nous avons obtenu 60 % de puits présentant
des clones. 156 d'entre eux ont été testés (Tableau 7).

La démarche de sélection est résumée dans le tableau 8 :

Cette fusion a donné d'excellents résultats : les densités optiques du test
ELISA ont été élevées dés le départ de la manipulation et le sont restées jusqu'au
5éme test.

Apres le 3eme test ELISA, on peut remarquer que tous les clones sont issus
soit du clone n° 1 (le plus sécrétant), soit du clone n° 10 (le moins sécrétant). Donc,
l& aussi, nous avons la preuve qu'il est difficile de sélectionner a priori les 3 ou 4
clones les plus sécrétants afin d'alléger les séries d'ELISA et de clonages.

Il - 1.1 Production des anticorps in vitro

Le Tableau 9 donne le taux d'immunoglobulines anti-hPL, erprimé en DO,
sécrété dans les surnageants de cuiture. Le suivi des sécrétions au cours du temps
fait ressortir que les clones 1.1.4.4.1, 1.1.4.4.4, 1.1.4.4.5 et 1.1.4.4.6 sont toujours
restés élevés en DO et on peut penser que la régularité dans la sécrétion est une
preuve de la stabilité future des hybridomes.
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156 puits
ELISA 1 ---> 100 % des puits a DO > 1
Clonage 1 sur les 10 plus sécrétants (1,6 < DO > 1,2) .
ELISA 2 sur 93 puits ---> 98,5 % des puits a DO > 1,5
Clonage 2 sur les 7 plus sécrétants (2,2 > DO > 0,9)
ELISA 3 sur 138 puits monoclonaux ---> 86 % > 1,5 én DO
Clonage 3 sur les 10 plus sécrétants
ELISA 4 sur 115 puits monoclonaux ---> 98 % > 1,5 en DO
Clonage 4 sur les 9 puits les plus sécrétants
ELISA 5 sur 74 puits monoclonaux ---> 100 % > 1,5
Conservation des 10 puits les plus sécrétants

Passage en ascite Congélation Mise en prolifération
du clone 11.4.3.1 des puits du clone 1.1.4.3.1 et
du clone 10.8.10.9.10

Tableau 7 : Résumé des différentes étapes de la création d'hybridomes anti-hPL.

—_—7 5 —



ELISA

n° S

2 22)

[

\\\\\\‘(2 20) (1,74) (1,28)" olone
2, 18) (1. 79) (1 22)
1 3.7 ——s1.3.7. 13 Plaque
.7 (1.38) contaminée
i.9.5
(1 75)
(1 aa> .9.8 ———u>{.9.8.8 ——u—3Plaque
2 (1,70) (1.52) contaminée
(1,49)
3
(1,42)
4
(1,41)
5
(1,40)
8
(1,32)
o
(1,31)
8 8.10
51.28) €0,90)
(1,28)
10.8.10.8.1
(1.82)
10 ->10.8 —»10.8.10 —__,10.8.10.8 10.8.10.8.3
€1,18)  (2,02) (1,53) (1,18) (1,75)
10.8.10.86.4
(1,60)

.75)

1.1.4.4.1
(1,78)
1.1.4.4.4
(1,89)
1.1.4.4.5
(1,68)
1.1.4.4.8
(1 82)

1.4 .4

~Y
- e
0 -
(-]
~

(1 45) (1 80)
1.1.4 8-—#1 1-4.8 8
1,42) 1,55)
4 51.1.8.4.2
.(1,50)
1.1.8.4.5
(1,45)

1 1'8-——‘——-——p1-1.8.
(1,34)

152. 3. 1—_—4 Aucun

Tableau 8 : Suivi des DO a
d'anticorps monoclonaux anti

u cours des différents test ELISA lors de la création
-hPL aprés immunisation in vivo.
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Dilution
Pur 1/10 1/100 1/1000

Hybridomes

1.1.4.4.1 1,78 1,220 0,760 0,150
1.1.4.4.4 1,69 1,134 0,740 0,151
1.1.4.4.5 1,68 1,369 0,680 0,131
1.1.4.4.6 1,62 1,093 0,720 0,150
1.1.4.5.1 1,60 1,314 0,593 0,130
1.4.1.8.6 1,55 1,170 0,700 0,175
1.1.6.4.2 1,50 1,222 0,750 0,144
1.1.6.4.5 1,45 1,042 0,655 0,205
10.8.10.6.1 1,82 1,166 0,550 0,120
10.8.10.6.3 1,75 1,269 0,630 0,130
10.8.10.6.4 1,60 1,049 - -

Tableau 9 : Concentration en anticorps monoclonaux spécifiques anti-hPL, sécrétés
par les hybridomes sélectionnés. Les résultats sont la moyenne des densités
optiques (DO) de trois essais obtenus par test ELISA. La longueur d'onde de
lecture est comprise entre 450-650 nm.
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Nous travaillons la plupart du temps avec ces souches d'hybridomes qui sont
en effet facile a cultiver et bien sécrétantes.

Ces 4 hybridomes ont été cultivés a long terme, dans des flacons de 25 cm2-
Le milieu utilisé est du RPMI 1640 supplémenté avec 10 % de SVF. Les

surnageants de culture sont conserves a -20° C jusqu'a la purification des anticorps.
Aprés 4 ans, il reste au laboratoire les 11 clones sélectionnés, conservés &
-196° C et ils sont toujours sécrétants.

Il - 1.2 Production d'AcM in vivo

Différents hybridomes issues de 5 clones sélectionnés, sont injectés dans des
des souris Balb/c, le tableau 10 donne ia concentration en anticorps dans les ascites
obtenues lors des différentes expériences. Le taux d'anticorps dans les liquides
d'ascites varie entre O et 8,5 mg/mi.

La durée de développement des tumeurs varie entre 1 a 3 semzines. Les
souris 1 et 3 n'ont pas développé de tumeur et 'une d'elle est morte 2 mois aprés la
premiére inoculation.

| Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4 Souris 5
Clones 1.1.4.4.1 1.1.444 1.1.445 1.1.6.4.5 1.16.4.2
Taux d'Ac ;
obtenus dans 8,5 _Z 6,5 0 | 0 8,9
I'ascite (mg/ml)

Tableau 10 : Les concentrations d'anticorps obtenus dans l'ascite.
Il - 2 Isotypage des anticorps
Le tableau 11 donne le typage des anticorps a purifier. Tous les anticorps

monocionaux que nous avons obtenus par clonages successifs, sont de la sous-
classe IgGl.
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Hybridomes Lignes de précipitation positive sur les bandes
IgA | IgM | IgG1 [IgG2a |IgG2b | IgG3 | K T+

1.1.4.41 + + +
1.1.4.4.4 + + +
1.1.4.4.5 + + +
1.1.4.46 + + +
1.4.1.8.6 + + +
1.1.6.4.2 + + +
1.1.6.4.5 + + +
10.8.10.6.1 + + +
10.8.10.6.3 + + +
10.8.10.6.4 + + +

Tableau 11 : Isotypage des anticorps monoclonaux anti-hPL sélectionnés.

T+ : Témoin positif ; il contient des anticorps anti-lgA, anti-igM, anti-
IgG2a, anti-lgG2b et anti-IgG3.

—79 —



lll - 3 Spécificité de I'anticorps
Nous avons étudié la spécificité de l'anticorps vis-a-vis de plusieurs
hormones hypophysaires de structure voisine de celle d'hPL : HGH et prolactine. La

figure 9 montre que I'anticorps monoclonal produit ne réagit qu'avec 'hPL.

lll - 4 Purifications des anticorps contenus dans les milieux de culture
ou d'ascites

Le dosage protéique est effectué selon la méthode de Lowry avant et aprés
chaque étape de purification.

HI - 4.1 Précipitation par le sulfate d'ammonium

La concentration de sulfate d'ammonium utilisée est de 45 %. Le précipité a
été reconstitué dans un volume d'eau physiologique a 1/100 du volume de départ
puis dialssé contre de I'eau distillée puis contre du tampon TKIS-HCI 10 mM pH 8.

Le tableau 12 donne les concentrations des protéines totales, la densité
optique des IgG mesurées par ELISA, et le rendement de la précipitation au sulfate
d'ammonium des échantilions comprenant un liquide d'ascite et 3 surnageants de
culture. Nous constatons qu'aprés précipitation, la concentration en protéines totales
est peu modifiée, alors qu'il y a une chute de I'activité de I'anticorps. C'est pourquoi
nous n'‘avons pas retenu cette technique de précipitation pour la suite des
expériences qui n'est pas suffisamment spécifique pour isoler les immunoglobulines.

Il - 4.2 Chromatographie par échange d'ions en FPLC analytique

La chromatographie analytique permet de déterminer les conditions optimum
qui seront ensuite appliquées a la FPLC préparative de séparation et de purification
des immunoglobulines.
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Figure 9 : Détermination de la spécificité de I'anticorps monoclonal anti-hPL obtenu

avec le clone 1.1.4.4.1.

L'anticorps est incubé pendant une nuit 4 4°C. La concentration des

hormones est :
- hGH (2 pg/ml)

- Prolactine (2 pg/ml) 81—

- hPL (2 ug/mi)
- BSA (0,6 pg/mi).



i1 - 4.2.1 Surnageant

La figure 10 montre le profil chromatographique d'un échantillon de 500 ul de
surnageant, obtenu par incubation de 106 cellules/m! pendant 48 heures & 37° C.
L'échantillon n'a pas été concentré. Aprés éiution sous l'effet d'un gradient linéaire
de NaCl compris entre O et 0,5 M, le profil présente 4 pics.

Les fractions correspondant aux différents pics obtenus, sont dosées en
ELISA et des IgG sont détectées au niveau du pic n° 2 et 3 avec une densité optique
tres faible, il est donc nécessaire de concentrer I'échantillon par ultrafiitration et gel
filtration.

Il - 4.2.2 Chromatographie sur gel séphacryl S200

La figure 11 représente un profil type obtenu aprés filtration sur gel de
séphacryl S200 de 3 ml de surnageant a 1 mg/mi de protéines, préalablement
ultrafiltré sur membrane a seuil de coupure 100 000 et lyophilisé. Nous avons
obtenus 2 pics, les fractions collectées correspondant 4 ces 2 pics sont
rassemblées, et dosées en ELISA. Des IgG sont détectées au niveau des 2 pics
avec une concentration plus importante pour le pic n° 1.

Il - 4.2.3 Surnageant d’hybridome issu de gel filtration

La figure 12 montre le profil chromatographique obtenu a partir d'un
échantillon de 500 ul issu du premier pic de gel filtration concentré 3 fois par
ultrafiltration, lyophilisé et repris par 1 mi de la solution NaCl 0,1 M, Tris-HCI 10 mM,
pH 8. Le profil obtenu avec un gradient continu de NaCl, présente 5 pics. Le dosage
spécifique des anticorps anti-hPL dans les fractions correspondant aux différents
pics, montre la présence d'anticorps anti-hPL au niveau des pics 3 et 4. Et quand le
méme échantillon est repris dans une solution NaCl 0,1 M, Tris-HCI 10 mM pH 7,
nous avons obtenu 3 principaux pics (Figure 13) et la plupart des immunoglobulines
se trouvent dans le premier pic.

Les immunoglobulines se trouvant dans le premier pic sont éluées entre 0 et
0,14 M de NaCl. En réalisant sur le méme échantillon une purification par un
gradient par palier de NaCl (Figure 14) 0 de NaCl pendant 10 min, 0,14 M de NaCl
pendant 15 min, 0,3 M de NaCl pendant 30 min et 0,5 M de NaCl. Nous avons
détecté effectivement que le premier pic élué par 0,14 M de NaCl, regroupe la
plupart des immunoglobuiines.
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Figure 10: Profil d'élution d'un surnageant d'hybridorhe 1.1.4.4.1.
Echantillon : surnageant d'hybridome 1.1.4.4.1 non concentré.
Injection : 500 pl (aprés filtration).

Débit : 1 mi/min.
Colonne LKB Ultrapac PSK DEAE 5PW 7,5/75 mm.

Phase mobile : solvant primaire-A- : Tris/HCI 10 mM pH 8
solvant secondaire -B- : Tris/HC! 10 mM pH 8, NaCl 0,5 M.

Détecteur : 280 nm.
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Figure 11 : Chromatographie sur Séphacyl S200 d'un surnageant d'hybridome
1.1.44.1:
Colonne 1,5 x 80 cm, débit de 15 mi.h-1 ; tampon Tris/HCI! 0,5 M pH 8,5.
3 mg d'ééhantillon lyophilisé, repris dans le méme tampon, filtré et alourdi par
du sucrose, ont été déposés.
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Figure 12 : Profil d'élution du pic 1 provenant de la chromatographie gel filtration sur
Séphacryl S200.

Echantillon : 500 ug de protéines.

Injection : 500 pl (apres filtration).

Débit : 1 ml/min.

Colonne LKB Ultrapac TSK DEAE 5PW 7,5/75 mm.

Phase mobile : solvant primaire -A- : Tris/HCl 10 mM pH 8.

Solvant secondaire -B- : Tris/fHCI 10 mM pH 8, NaCl 0,5 M.

Détecteur UV : 280 nm.
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Figure 13 : Profil d'élution du pic 1 provenant de la gel filtration sur Séphacryl S200.
Echantillon : 500 pg de protéines.
Injection : 500 ul (aprées filtration).

Débit : 1 mi/min.
Colonne LKB Ultrapac TSK DEAE 5PW 7,5/75 mm.

Phase mobile : solvant primaire -A- : Tris/HCI 10mMpH7
solvant secondaire -B- : Tris/HC! 10 mM pH7, NaCl 0,5 M.

Détecteur UV : 280 nm.
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Provenance Concentration en protéines | Rendement DO 450-650 nm
totales (mg/mi) (%) dilution & 10-4

Av Ap Av Ap
1.1.4.4.1 199 183 92,2 1,34 0,66
(Ascite)

Dilution & 10-1

1.1.4.4.4
Surnageant 732 637 87,0 1,24 0,71
culture (SC)
1.1 4.4.5 633 602 95,2 1,37 0,68
(SC)
1.1.6.4.2 452 422 93,3 1,17 0,75
(SC)

Tableau 12 : Dosage des protéines (en mg) et la DO dans les surnageants de

culture et de I'ascite. _
Le dosage est fait selon la méthode de Lowry avant (Av) et aprés (Ap)

précipitation au sulfate d'ammonium.
La densité optique (DO) est déterminée par le test ELISA.
Le volume traité est de 100 ml pour les surnageant de culture, et de 6 mi

pour l'ascite.
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Il - 4.3 Chromatographie par échange d'ions en FPLC préparative

La chromatographie préparative a été réalisée dans les mémes conditions,
sur un échantillon provenant du méme surnageant, le volume d'injection est de 500
ul avec une concentration protéique de l'ordre de 10 mg/ml.

La figure 15 montre le méme profil que celui obtenu en analytique, le
deuxiéme pic est le seul a contenir les immunoglobulines.

Il - 4.4 Purification par chromatographie d'affinité sur protéine A-
Sépharose CL4B

Trois échantillons de 50 ml de surnageant de culture, correspondant a des
clones 1.1.44.1, 11444 et 11445 sont concentrés par ultrafiltration sur
membrane a seuil de coupure 10 000 jusqu'a un volume de 3 ml et sont injectés sur
la colonne de 5 mi de protéine A-Sépharose CL4B.

Par la suite, 7,5 mi de liquide d'ascite correspondant au clone 1.1.4.4.1 sont
injectés sur la colonne. Les fractions correspondant aux différents pics obtenus sont
recueillies, rassemblées, concentrées par ultrafiltration sur membrane 10 000 et
conservées en aliquotes de 1 ml a -20° C. Le profil d'élution du surnageant de
culture et du liquide d'ascite du clone 1.1.4.4.1, représenté sur la figure 16 montre 5
pics :

- le pic pH 8,1 correspond aux protéines aspécifiques,
- le pic pH 5,5 correspond aux 1gG1,

- le pic pH 4,5 correspond aux IgG2a,

- le pic pH 3,5 correspond ausigG2b,

- ie pic pH 3 correspond aux fragments restes fixes.

Il - 5 Analyse par électrophorése en gel d'acrylamide

Comme on peut le constater sur la figure 17, la séparation électrophorétique
en SDS des fractions provenant des différentes étapes de purifications : gel
filtration, FPLC et chromatographie d'affinité, montre aprés la derniére étape
seulement deux bandes correspondant & la chaine légére et a la chaine lourde.
Dans les fractions obtenues par gel filtration et FPLC nous trouvons encore des
protéines contaminantes.
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Figure 15
monoclonaux provenant du pic 1 de gel filtration.
Injection de 500 pi d'une solution & 10 mg/mi de protemes sur une colonne

LKB 21,5 x 150 nm.
Phase mobile : solution A ; Tris/HCI 10 mM pH 7

solution B : NaCl 0,5 M, Tris/HC| 10 mM.
Gradient par palier : 0 de NaCl pendant 53 min, 0,14 M de NaCl pendant

15 min, 0,3 M de NaCl pendant 20 min et 0,5 M de NaCl pendant 8 min.
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Figure 14 : Profii d'HPLC analytique d'une pre’paration. enrichie d'anticorps

monoclonaux provenant du pic 1 de gel filtration réalisée par palier en NaCl.
Injection de 500 pl sur une colonne LKB 21,5 x 150 mm.

Phase mobile : solution A = Tris/HCI 10 mM pH 7
solution B = NaCl 0,5 M, Tris/HCI 10 mM.

Gradient par palier : 0 de NaCl pendant 10 min, 0,14 M de NaCl pendant
15 min, 0,3 M de NaC! pendant 20 min et 0,5 M de NaClen 8 min.

Détecteur UV : 280 nm.
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Figure 17 : Electrophorése en PAGE-SDS ( 15 % d'acrylamide) des différents pics
obtenus par différentes méthodes de purification.

Puits 1-2 : marqueurs de poids moléculaires

Puits 3-4 : milieu RPMI 1640 + 10 % de SVF

Puits 5-6 : pic 1 chromatographie d'affinité

Puits 7-8 : pic 3 HPLC préparative

Puits 9-10 : surnageant du milieu de cuiture avant purification

Puits 11-12 : pic 1 de gel filtration.
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Il - 6 Localisation des épitopes de I'hPL reconnus par les anticorps
monoclonaux anti-hPL

Nous avons choisi l'anticorps provenant du clone 1.1.4.4.1 purifié par
chromatographie d'affinité pour I'utiliser durant nos expériences, car il présente un
meilleur degré de pureté, et la quantité obtenue est suffisamment importante pour
effectuer toutes les expériences programmées.

Nous allons d'abord déterminer sa constante d'affinité avec I'hPL, ce qui
nécessite le marquage de celle-ci en premier lieu.

Il - 6.1 Marquage de I'hPL par I'iode 125

Nous avons marqué I'nPL avec l'iode 125 suivant la méthode de Greenwood
et Hunter (1963). Le diagramme d'élution nous a permis d'établir la présence de
deux pics de radioactivité (figure 18). Le test ELISA nous montre que le premier pic
correspond a I'hormone marquée, et le second est de l'iodure en exces.

Le choix d'une faible quantité d’hormone permet une plus grande fixation
d'iode par molécule (a priori),ce qui se traduit par un gain d'activité spécifique.

Il - 6.2 Constante d'affinité de I'aG1 (1.1.44.1et1.1.4.4.4)

Pouf déterminer la constante d'affinité, nous avons d'abord cherché la dilution
de travail (Tableau 13) qui permet de fixer 50 % de I'nPL marquée par l'anticorps.

Nous avons ensuite réalisé une compétition entre 'hPL non marquée et 'hPL
marquée a l'iode 125 pour l'anticorps issu du clone 1.1.4.4.4 (Tableau 14) et
I'anticorps issu du clone 1.1.4.4.1 (Figure 15). Les anticorps ont été utilisés a des
dilutions de 10-4 et 10-3 respectivement.

Les courbes de compétition, obtenues avec les anticorps 1.1.44.1 et
1.1.4.4.4 sont comparables comme le montre les figures 19 et 20.

Ill - 6.3 Représentation de Scatchard

Dans le domaine ou s'est établie la compétition, il est possible de procéder a
une expression graphique des résultats selon la représentation de Scatchard.
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Figure 18 : Chromatographie sur G50 de 20 ug d'hPL marquée a l'iode 125.
Tampon phosphate de sodium 0,5 M pH 7,5 et 10 pl d'iodure de sodium
marqué : activité spécifique = 629.103 Bg/pg, concentration = 3,6.10° Bg/ml.



Anticorps 1.1.4.4.1 Anticorps 1.1.4.4.4

Dilution cpm/min % cpm/min %
hPL

10-2 | 2225 - 76 2184 82
103 1961 73 2099 78
104 1686 67 1609 59
10-5 1413 52 1049 38
10-6 851 30 602 21
107 403 12 341 12

Tableau 13 : Détermination de la dilution de Ianticorps monocional purifié,

permettant de fixer 50 % de I'hPL marquée.
Dilution 10-5 pour I'anticorps 1.1.4.4.1, 10-4 pour I'anticorps 1.1.4.4.4.
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hPL froid com/min B/Bo B/F
ng

0,78 1346 52 % 117 %
1,56 1255 49 % 102 %
3,12 1240 48 % 98 %
6,25 1195 46 % 91 %

12,5 968 37 % 63 %
25 777 32 % 45 %
50 i 573 22 % 29 %
100 202 7.8 % 8,7 %

Tableau 14 : Compétition entre hPL marquée et hPL non marquée envers
lanticorps monoclonal 1.1.4.4.4 dilué a 104 By représente la fixation de

radioactivité en absence de 'hPL non rﬁarquéc.
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hPL froide cpm/min B/Bo B/F
ng/ml

0,78 1061 41 % 111 %
1,56 1102 43 % 100 %
3,12 947 36 % 86 %
6,25 894 34 % 78 %
12,5 800 31 % 57 %
25 619 24 % 33 %
50 346 13 % 13 %
100 140 5 % 6 %

Tableau 15 : Compétition entre hPL marquee et hPL non marquée envers

lanticorps monoclonal 1.1.4.4.1 dilué a 10-5. By représente la fixation de

radioactivité en absence de 'hPL non marguée.
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Figure 19 : Courbe de compétition entre hPL marquée et hPL non marquée pour

I'anticorps du clone 1.1.4.4.4.
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Figure 20 : Courbe de compétition
l'anticorps du clone 1.1.4.4.1.
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A cette fin, Il nous faut connaitre (en approximation) I'équivalent pondéral de
I'antigéne marqué utilisé. Une méthode grossiére d'évaluation consiste & comparer
la radioactivité utilisée (soit environ 7000 cpm) & celle que donnait le pool des tubes
3, 4 et 5 de la chromatographie sur G.50 et sensé contenir 20 ug d'hPL.

Il faut diluer 100 000 fois le contenu de ce pool pour obtenir la méme activité
que nous introduisons par puits de compétition. On peut dire que I'on utilise 0.02 ng
de I'antigéne chaud par puits. Soit une concentration de 0,2/0,05 = 4 ng/mi.

On calcule By = R/1 + R (a4 + ay) =, avec R = B/F et a4 et a, représentant les
concentrations initiales d'antigenes chaud et froid (Tableau 16), et portant R en
ordonnées et Bt en abscisse, nous obtenons une droite (Figure 21). Cette courbe
estde laformeY =ax +b.

La détermination de la pente de cette droite est la constante d'affinité. Or la
pente est a = (yo - y1)/ (X2 -x¢) =R/Bi =K

La constante d'association de I'anticorps 1.14.4.1 est :
K=0,2/1,3.10-13 = 1,5 x 1012 |/mole

La constante d'affinité de I'anticorps 1.1.4.4.4 est :
K=0,2/2,3.10-13 =86 x 1011 I/mole

Il - 6.4 Coupure et blocage des ponts disulfures

Au niveau de cette expérience, nous essayons de metire en éviuence la
nature de continuité ou discontinuité de I'épitope.

Il existe plusieurs procédés pour couper les ponts disulfures ; sulfitolyse ou
réduction. Cependant, la réduction est le procédé le plus efficace quant a I'obtention
d'une coupure compléte et irréversibie des ponts disulfures ; le milieu doit contenir
un agent dénaturant tel que l'urée afin que la protéine soit dans une conformation
permettant I'accessibilité des ponts disulfures a l'agent réducteur (Konisberg, 1972).
L'agent réducteur utilisé est le dithiothréitol, la S-carboxyméthylation est obtenue par
l'iodoacétamide.



Clone 1.1.4.4.1 Clone 1.1.4.4.4

B/F BT (ng lies/mi) B/F BT (ng liés/mi)
100 3,56 102 3,59

86 49 98 . 5,04

78 7,23 91 7,86

57 10,52 63 11,20

33 13,39 45 16,75

15 13,56 29 23,37

Tableau 16 : Résultats de la radioimmunocompétition entre hPL froide et marquée
a l'iode 125 pour l'anticorps IgG1 issue du clone 1.1.4.4.1 et I'anticorps IgG1 issue
du clone 1.1.4.4 4.
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Figure 21 : Représentation selon Scatchard de la fixation de [l'antigéne sur

I'anticorps monoclonal provenant du clone 1.1.4.4.1 (y) et 1.1.4.4.4 (.)._ oo



La figure 22 représente des courbes de réaction immunologique en fonction
de la nature de I'hnPL (native ou réduite par coupure des ponts disulfures suivie
d'une S-carboxyméthylation).

Ces courbes révelent qu'il n'y a aucune variation de la réaction antigénique
entre I'hPL native et dénaturée, ceci permet de penser que I'épitope n'est pas lié
étroitement a la structure tertiaire (présence des ponts disulfures) et gqu'il s'agirait
donc d'un déterminant antigénique de type continu. En effet, si on avait un
déterminant antigénique discontinu, il n'y aurait pas de réponse pour I'hPL dénaturé.

Il - 6.5 Séparation des fragments d'hPL obtenus aprés hydrolyse
par bromure de cyanogene

Les points de coupure théorique par le bromure de cyanogéne sont
représentés dans la figure 23. En théorie, nous devons avoir 7 fragments dont deux
sont reliées par un pont disulfure. Aprés avoir séparé ies fragments par
chromatographie HPLC, nous avons obtenus 8 pics, un chiffre qui dépasse le
nombre théorique des fragments (Figure 24).

Le test ELISA réalisé sur les différents pics permet de distinguer 3 pics
positifs (Figure 25) .

- un fragment le plus significativement antigénique, récolté au niveau du pic 4

- un fragment récolté au niveau du pic 5

- et le pic 6 qui est légérement positif, ce qui veut dire qu'il contient une
quantité non négligeable du fragment contenant le déterminant antigénique.

Nous avons procédé a une deuxiéme purification par HPLC phase reverse
dans les mémes conditions pour les pics qui s'avérent trés positifs (4 et 5), afin de
séparer les fragments antigéniques de contaminants possibles.

Sur la figure 26, nous avons obtenus 4 pics a partir du pic n° 4. Seul le
premier est positif. La figure 27 montre que ce pic redonne qu'un seul pic aprés une
nouvelle chromatographie HPLC.
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Figure 22 : Test ELISA avec hPL native et hPL sans ponts disulfures, en utilisant
I'anticorps provenant du clone 1.1.4.4.1.
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Figure 23 : Coupure théorique de I'hPL par bromure de cyanogéne (=) qui coupe
au niveau des extrémités carboxyle des résidus méthionine.
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Figure 24 : Séparations par HPLC phase reverse des peptides obtenus par coupure
avec le bromure de cyanogene.

Tampon d'élution : 0,1 % de TFA, 85 % de CH3CN.

Colonne B4 butyl aquapor (Merck), 4,6 x 250 mm.

Détection : 220 nm.
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Figure 25 : Test ELISA avec hPL native et les différents fragments obtenus par
digestion chimique au bromure de cyanogéne contenus dans le pic 4 et le pic 5.
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Figure 26 : Séparation des peptides contenus dans le pic 4 par HPLC reverse.
Tampon d'élution : 0,1 % de TFA, 95 % de CH3CN.

Colonne B4 butyl aquapor (Meck), 4,6 x 250 mm.
Détection : 220 nm.
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Figure 27 : Séparation des peptides contenus dans le pic 5 par HPLC reverse.
Tampon d'élution : 0,1 % de TFA, 95 % de CH3CN.

Colonne B4 butyl aquapor (Merck), 4,6 x 250 mm.
Détection : 220 nm.
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Cycles Acides aminés Quantités Acides aminés «uantité
(pmoles) (pmoles)
1 Gly 239,9 Leu 262,1
2 Arg 49,1 Gin 188.,6
3 Leu 150,4 Ala 164,7
4 Glu 123,6 His 50,5
5 Asp 101,4 Arg 65,0
6 Gly 91,3 Ala 126,8
7 Ser 16,6 His 52,1
8 Arg 60,0 Gin 135,5
9 Arg 18,9 Leu 9,8
10 Thr 16,0 Ala 111,6
11 Gly 65,0 lle 98,5
12 Gin 64,0 Asp 77,2
13 lle 59,1 Thr 18,5
14 Leu 63,4 Tyr 82,9
15 Lys 44,9 Gin 71,7
16 Gin ? Glu 48,0
17 Thr 7,4 Phe 57,2
.8 Tyr 46,5 i Glu 26,9
19 Ser 4,7 B Glu ?
20 Lys 18,0 Thr 6,0
21 Phe 23,2 Tyr 27.4
22 Asp 18,9 lle 24,0
23 Thr 2.1 Pro 15,4
24 Asn 6,8 Lys 6,8
25 Ser 1,2 Asp 8,5
26 His 3,9 Gin 13,8
27 Asn 5,7 Lys 3,2
28 His 2,3 Tyr 12,4
29 Asp 1,3 Ser 0,5
30 Ala 6,7 Phe 9,7
31 - - Leu 9,6
32 Leu 3,5 His 2,6
33 Lys 1,7 Asp 3,5
34 Asn 5,0 Ser 0,6
35 Tyr 4,7 Gin 2,8

Tableau 17 : Résultats du séquencage des peptides provenants du pic 4 (Denoroy
CNRS Lyon).
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Cycle AA Quantité AA Quantité AA «uantité
1 - - - - - -
2 Arg 2,8 Ala ? Gin 15,6
3 Leu 4,9 Asn 8,5 Thr 2.1
4 Glu 6,3 Asn ? Val 6,4
5 Asp 3,7 Leu 1,8 Pro 4,3
6 Gly 3,5 Val 4,6 Leu ?
7 Ser 1,5 Tyr 42 ?
8 Arg 2,0 Asp 1,8 ?
9 Thr 1,4 ? ? : ?
10 ? ? Ser ? Phe 2,2
11 Gly 1,4 Asp 1,2 ? ?
12 Gin 2,0 ? ? ? ?
13 lle 1,6 ? ? Ala 1,2
14 Leu ? ? ? Met ?
15 Lys ? Tyr ? ? ?

Tableau 18 : Résultats de séquencgage des peptides provenants du pic 5 (Denoroy
CNRS Lyon).
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Il - 66 Séquencage de la fraction positive

Les deux fractions positives ont été séquencées. Le tahleau 17 montre les
acides aminés en pmoles, libérés a chaque cycle depuis l'extrémité N-terminale
jusqu'a l'extrémité C-terminale des fragments contenus dans le pic n° 4. Nous
constatons qu'a chaque cycle, deux acides aminés sont libérés, ce qui signifie que
nous sommes en présence de deux fragments au lieu d'un seul. Ces deux fragments
correspondent a la séquence d'hPL 15-65 et 125-169 relié par un point disulfure. Le
tableau 18 donne le séquengage des fragments contenus dans le pic n° 5, ce pic
contient 3 fragments qui correspondent a la séquence 1-14, 97-124 et 125-169.

Le seul fragment qu'on trouve simultanément dans le pic 4 et dans le pic 5 est
la séquence 125-169 (Figure 28). Ce fragment contient donc le déterminant
antigénique qui réagit avec I'anticorps que nous avons fabriqué et purifié.

lil - 7 Relation hPL-AMPc

Il - 7.1 Mise en évidence de I'action de I'AMPc¢ sur la réaction
antigene-anticorps de I'hPL

L'AMPc modifie le comportement de I'hPL vis-a-vis des anticorps anti-hPL.
Cet effet a été vérifié par établissement d'une courbe hPL-anti-hPL sans surcharge
et avec surcharge de 20 pmoles d'AMPc par tube ; les résultats obtenus avec les
anticorps polyclonaux de lapin (Figure 29), laissent & penser qu'il peut exister une
liaison hPL-AMPc qui augmente ['affinité de 'hPL pour son anti=orps (la courbe est
déplacée vers la gauche).

L'utilisation des anticorps monoclonaux anti-hPL obetnus dans notre
laboratoire, confirme que la présence dAMPc modifie la réaction hPL-anti-hPL. Les
résuitats obtenus en RIA (Figure 30) et test ELISA (Figure 31) montre que I'AMPc
déplace, d'une fagon significative, la courbe standard d'hPL vers la gauche.

Dans les mémes conditions, nous avons vérifié I'effet d'autres nucléotides
GTP (Figure 32) et ATP (Figure 33), les résultats obtenus montrent que la présence
de ces nucléotides ne modifient pas les propriétés immunologiques de I'hPL vis-a-
vis de son anticorps.
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Figure 28 : Région d'hPL contenant I'épitope qui a réagit avec ['anticorps
monoclonal purifié.
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Figure 29 : Courbe de compétition réalisé par RIA entre hPL marqué par liode 125
et hPL froid (non marqué), vis-a-vis de leur anticorps polyclonal, en présence e----@

ou non de 20 pmoles d'AMPC x--—-x .
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Figure 30: Courbe de compétition réalisée par RIA entre hPL marqué par liode 195
et hPL froid (non marqué), vis-a-vis de leur anticorps monoclonal, en présence s—=

ou non de 20 pmoles dAMPc ¥—¥
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Figure 31 : Mesure par test ELISA de la réaction hPL-anti-hPL monoclonal en

présence @—@ et en absence y—xde 20 pmoles d'’AMPc.
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Figure 32 : Mesure par test ELISA de la réaction hPL-anti-hPL monoclonal en
présence x—x et en absence e—e de 20 pmoles de GTP.
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Figure 33 : Mesure par test ELISA de la réaction hPL-anti-hPL monoclonal en
présence x—ux et en absence e —e de 20 pmoles d'ATP.
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Comme I'ATP et GTP ne sont pas des nucléotides cycliques, nous avons
utilisé dans les mémes conditions un autre nucléotide cyclique : le GMPc. Le résultat
obtenu (Figure 34) montre aussi qu'il n'a aucune action sur la réaction hPL-anti-hPL.

Afin de montrer que l'effet de 'AMPc est spécifique pour I'nPL, nous avons
effectué le méme test sur d'autres hormones, essentiellement hypophysaires telles
que : la prolactine (Figure 35), luteinising hormone (LH) (Figure 36) et 'hormone de
croissance (hGH) (Figure 37). Le résultat obtenu montre que la présence d'AMPc
n'affecte pas la réaction antigéne-anticorps de ces trois hormones.

Il - 7.2 Dialyse a I'équilibre

Pour mettre en évidence d'une fagon directe I'éventuelle fixation de I'AMPc
sur I'hPL, nous avons utilisé la dialyse a I'équilibre. Cette technique consiste a
mettre dans deux compartiments A et B séparés par une membrane semi-sélective a
seuil de coupure 1000 daltons, un mélange d'AMPc froid et d'AMPc marqué a l'iode
125 (x, y pmoles/ml respectivement) (Figure 38).

Dans le compartiment A, il est mis des concentrations croissantes d'hPL. En
posant 'hypothése que I'AMPc se fixe sur I'hPL, a I'équilibre il y aurait passage
d'AMPc libre du compartiment B vers A, afin de compenser la diminution de la
concentration provoquée par la fixation d'AMPc sur I'hormone, et I'équilibre pour les
molécules d'AMPc libre, va se rétablir entre les deux compartiments.

Nous avons effectué l'expérience avec plusieurs concentrations d'hPL : 50,
25, 12,5 et 0 pmoles/ml d'hPL (Tableau 19). '

Le résuiltat obtenu (Figure 39) montre que plus la concentration d'hPL est
élevée dans le compartiment B, plus la différence des cpm entre le compartiment qui
contient 'hPL et celui qui n'en contient pas, est élevée. Ceci aussi est valable
lorsqu'on augmente la concentration de I'AMPc pour une méme concentration d'hPL
(Figure 40).
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Figure 34 : Mesure par test ELISA de la réaction hPL-anti-hPL monoclonal en
présence .- etenabsence -¢- de 20 pmoles de GMPc.
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Figure 35 : Courbe de non compétition de la prolactine par RIA en présence ¥—x
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Figure 36 : Courbe de compétition réalisée par RIA entre la LH marqué a l'iode 125
anticorps monocional en présence x-—--¥% et en

et LH froide, vis-a-vis de son
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Figure 37 : Courbe de non compétition de 'hGH par RIA en présence x-—-x eten
absence e-—e de 20 pmoles dAMPc. ' —121—



Radioactivit. ,cpm)

e - —

[AMPc] [hPL] Compartiment Compartiment
1 =50 pM/mi 1 =50 pM/mlI avec hPL sans hPL
T =contrble A B A-B
0 pM d'hPL

1 1 2128 1783 345
1 1/2 2103 1906 197
1 1/4 2155 2030 125
1 T 2077 2073 5
1/2 1 1045 895 135
1/2 1/2 1064 970 94
1/2 1/4 1049 958 91
1/2 T 1026 1018 8
1/4 1 602 475 127
1/4 1/2 580 473 109
1/4 1/4 598 523 77
1/4 T 550 544 6

rfableau 19 : Dialyse a I'équilibre : Résultats exprimés en cpm/min dans le

compartiment A comprenant I'hPL, 'AMPc marqué a l'iode 125 (activité specifique
est 629 MBa/ug), et AMPc non marquée, et le compartiment B contenant
uniquement le mélange d'AMPc marquée et non marquée. Les deux compartiments
sont séparés par une membrane a seuil de coupure de 1000 daltons.
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Figure 38 : Schéma représentant la dialyse & I'équilibre. Le compartiment A
contenant 'hPL (@ ) et 'AMPc (O ), est séparé du compartiment B contenant que
de 'AMPc (O) par une membrane semi-sélective & seuil de coupure 1000 daltons.

—123—



cpm B

cem A -

400+

300+

200+t

100+

0 ~t + ~+ t ?
0 10 20 30 40 60
hPL (pM/mt)

Figure 39 : Variation de cpm de I'AMPc nrarqué a l'iode 125 entre le compartiment
A (contenant I'hPL + 'AMPc) et B (contenant que 'AMPc) en fonction de la
concentration de I'hPL.
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Figure 40 : Variation de cpm de 'AMPc marqué & liode 125 entre le compartiment
A (contenant 'hPL + I'AMPc) et B (contenant que 'AMPc) en fonction de la
concentration de I'AMPc.



ll - 7.3 Chromatographie d'affinité de I'hPL sur agarose AMPc

Les expériencés précédentes nous ont montré qu'il existe une fixation d'AMPc
sur la molécule d'hPL, donc ce nucléotide peut jouer dans ce cas le role d'un ligand ;
par conséquent, le passage de I'hPL sur gel contenant I'AMPc, devrait fixer une

quantité de cette hormone.

La figure 41 rapporte le chromatogramme d'une solution (1rrlg/ml) d'hPL dans
du tampon Tris/HC!, pH 7,5. Les pics analyseés par test ELISA (Figure 42), montrent
que le premier pic contient de I'hPL qui n'a pas été retenu par le gel, les 2 et 3éme
contiennent la méme hormone éluée respectivement par 1 et 2 % de SDS (il faut
noter que le temps de contact entre I'nPL et 'AMPc-Agarose, avant lavage et élution

a été court).

La figure 41 bis montre la méme experience refaite avec un tampon
Tris/HCl, pH 7,5 cette fois en absence de shaps et la duré de contact
entre 'hPL et le gel est reporté a une nuit au lieu de 2 heures.

La figure 42 bis montre 'hGH ne réagit pas avec AMPc-agarose.

lll - 7.4 Mesure de ['activité kinasique de I'hPL

Ayant montré que I'hPL fixe 'AMPc, il devenait intéressant de savoir si cette
hormone avait une activité kinasique puisque généralement les protéines fixant
I'AMPc ont une telle activité.

Nous avons essayé de mesurer ['activité kinasique en utilisant la méme
méthode de mesure et en travaillant dans les mémes conditions que pour la protéine
kinase AMPc dépendante, extraite du coeur de boeuf. Nous avons utilisé la caséine
et le lysat de lymphocytes comme substrat. '

Il -7.4.1 Caséine

Le tableau 20 nous montre que le transfert du phospore marqué vers la
caséine est proportionnel a la concentration de I'hPL, dans le milieu réactionnel.
Pour s'assurer que ['activité kinasique est bien due a I'hPL, nous faisons une mesure
en présence d'anticorps monocional anti-hPL. Dans une premiére expérience, nous
avons mis 10 ul de la solution d'anticorps contenant 6,5 mg de protéines par mi, on
peut supposer que nous avons ajouté 430 pmoles d'IgG et nous avons bien
neutralisé la moitié de I'hPL présent (924 pmoles). Dans une deuxiéme expérience,

- nous avons augmenté les concentrations en anticorps afin d'inhiber complétement
la réaction (Figure 43).
—125—
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Fig 4} bis : Profil d'élution de 1'hPL par chromatographie
d'affinité sur agarose AMPc.

Le tampon est Tris/HC1 PH 7,5.

Incubation une nuit a 4°C.
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Figure 41 : Profil d'élution de I'hPL par chromatographie d'affinité sur agarose-
AMPc.

Le tampon initial est Tris/HCI pH 7,5 ; NaCl 150 mM.
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Figure 42 : Courbe réalisée par test ELISA de 'hPL nativee—e , du pic 1x—x et
du pic 2 @-Q@obtenu aprés chromatographie d'affinité sur agarose-AMPc.
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Nous avons fait d'autres essais de I'activité kinasique de I'hPL en utilisant
comme substrat, d'une part la caséine, et d'autre par le lysat cellulaire de
lymphocytes. Les résultats sont rapportés dans le tableau 21. Avec les deux
substrats employés, l'activité kinasique de I'hPL est faible. Elle est cependant
supérieure avec le lysat de lymphocytes humains. Avec ce substrat, I'activité
kinasique de I'hPL représente 58 % de celle de la PK2.

Echantillons Nombre de pmoles cpm

Blanc 0 342
Témoins positifs PK2 110 41549
hPL 92 852
hPL 231 1277
hPL 462 1604
hPL 693 2086
hPL 924 3101
hPL + anti-hPL (AMc) 924 1707

Tableau 20 : Mesure de l'activité kinasique de I'hPL en utilisant la caséine comme
substrat. Les résultats sont exprimés en cpm.

res résultats laissent a penser que I'hPL a une activité kinasique faible mais
mesurable. Cela est peut-étre di au fait que nous n'ayons pas le substrat spécifique.

Hl - 7.5 Electrophorése de Ia solution contenant I'hPL et son transfert
vers une membrane nitrocellulose

Nous venons de montrer que I'hPL posséde une activité kinasique non
négligeable par rapport a la protéine kinase AMPc-dépendante provenant du muscle
de boeuf (SIGMA). Pour affirmer que seul I'hPL est responsable de cette activité
kinasique et qu'elle n'est pas due & une contamination, nous avons soumis la
solution contenant de 'hPL commercial & une électrophorése native (Figure 44) et
en présence de SDS (Figure 45). En électrophorése native, on obtient 3 bandes
dont la plus importante a un poids moléculaire apparent correspondant a celui de
I'nPL. Nous avons effectué un immunotransfert sur une membrane de nitrocellulose

—130—



cpm

80001

7000+

6000+

5000+

4000+

3000+

2000+t

10001

____
~—ma
-
_______
-
-~
-
-

T

10 16 20
anti-hPL en pl (6,5 mg/ml)

Figure 43 : Inhibition de l'activité kinasique de 'hPL par ajout des concentration
croissantes d'anticorps monocional anti-hPL.
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Echantillons Nombre de pmoles A B
cpm cpm.
Blanc 0 400 460
Témoins positif PK2 110 7202 71000
hPL 92 1640 1240
hPL 231 2644 2058
hPL 462 4185 3823

Tableau 21 : Mesure de I'activité kinasique de I'nPL en utilisant comme substrat A :
le lysat de ymphocytes ; B : la caséine. Les résultats sont exprimés en cpm.
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Figure 44 : Electrophorése en PAGE native de la solution contenant de I'hPL.
Tampon de gel : 0,112 M d'acétate ; 0,112 M Tris ; pH 6,8.
Tampon d'électrode : 0,88 M L-alanine ; 0,25 M Tris ; pH 8,8.
Echantillon : 50 ng d’hPL.
Courant continu : 25 mA ; 1 watt ; 20 volt.
Puits A et D : marqueurs de poids moléculaire.
Puits B et C : solution d'hPL.
Coloration argentique.

Figure 45 : Electrophorése en PAGE SDS de la solution contenant de I'hPL.
Tampon de gel : 0,112 M d'acétate ; 0,112 M Tris ; pH 6,8.
Tampon d'électrode : 0,2 M -Tricine ; 0,2 M Tris ; pH 8,1.
Echantillon : 50 ng d'hPL.

Courant continu : 25 mA ; 1 watt ; 20 voit.
Puits A et D : marqueurs de poids moléculaire.
Puits B et C : solution d'hPL.

Coloration argentique.
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et nous avons révélé que les trois bandes réagissent avec I'anticorps monoclonal
(Figure 46). Compte tenu des poids moléculaires, ces bandes représentent 'hPL
natif pour la plus importante, les deux autres bandes pouvaient étre de I'hPL
dégradée au cours de la conservation.
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Figure 46 : Immunotransfert de 'hPL natif sur une membrane nitrocellulose.
Les bandes sont révélées par un anticorps monoclonal anti-hPL sur lequel est
fixé un deuxiéme anticorps anti-souris marqué a la phosphatase alkaline.
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IV DISCUSSION



IV - 1 Fabrication des anticorps monocionaux

Les parametres qui peuvent influencer le résultat final d'une fusion cellulaire,
sont notamment 'immunisation des souris, la technique de fusion en elle-méme, les
méthodes de détection et de clonage utilisées, la purification des immunoglobulines
produites.

Le choix du myélome murin est primordial : il ne doit pas, d'une part, sécréter
par lui-méme d'immunoglobulines, pour ne pas avoir a séparer du milieu de culture
ses anticorps de ceux produits par 'hybridome, et d'autre part, il doit étre déficient
en une enzyme essentielle a la croissance cellulaire, ce qui permet d'utiliser un
mode simple de sélection afin que les cellules non fusionnées soient éliminées.

Le choix de I'animal quant a lui, a été orienté vers la souris, notre laboratoire
possédant un élevage conséquent et adapté. Nous avons réalisé une immunisation
in vivo sur des souris femelles hybrides de premiére génération provenant d'une
souris méle Balb/c et d'une femelle C57 agées de 6 semaines. Ces souris ont une
réponse iinmunitaire importante.

En général la solution d'antigéne injectée n'est jamais parfaitement pure.
Des contaminants, méme sous forme de traces, peuvent s'avérer suffisants pour
stimuler des lymphocytes B. En effet, la réponse immune dépend en grande partie
de l'immunogénicité de I'antigéne introduit et est toujours polyclonale, ainsi I'hPL
injectée seule a la souris est faiblement immunogéne et I'emploi d'un adjuvant est
nécessaire pour stimuler la réaction immunologique (lvanyi et al., 1980). Le réle
des adjuvants immunitaires est de permettre une libération progressive de
I'antigéne et de provoquer une réaction inflammatoire, amplifiant ainsi la réponse
immunitaire.

La structure tri-dimensionnelle de la molécule antigénique, le positionnement
des épitopes sont également primordiaux. Au total, de trés nombreux anticorps
peuvent étre produits, chacun dirigé contre un site particulier. Il faut ensuite qu'un
maximum d'anticorps dirigés contre un enchainement, bien speécifique de I'hPL
fusionnent avec les cellules myélomateuses. Ici également, intervient la statistique :
plus le nombre de lymphocytes correctement stimulés sera grand, plus on aura de
chance de retrouver une spécificité bien particuliére dans les hybridomes secrétés.

Parmi les différents protocoles mis en oeuvre, I'un, classique, consiste a
injecter 35 ug d'antigéne par souris, & 3 semaines dintervalle et de faire une
derniére injection de rappel 3 jours avant la fusion. D'apres Brebeack et al. (1989),
des immunisations répétées avant la fusion permettent une prolifération des
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cellules spléniques. le rappel avant la fusion doit étre administré par voie
intraveineuse, 3 jours avant la fusion. Cette manipulation est techniquement
efficace et rapide. Nous avons constaté au laboratoire que cette méthode donne de
meilleurs résultats, comparés a des injections intrapéritonéales répétées chaque
jour avant la fusion.

Bazin et al. (1988) ont montré que le temps écoulé entre le dernier rappel et
la fusion dicte, en partie, la spécificité des anticorps monoclonaux produits et
également le nombre d'hybridomes sécréteurs.

Le type de PEG utilisé, sa concentration et son pH dans la solution sont des
éléments également importants. En effet, le PEG est connu pour sa cytotoxicité, il
est donc vital pour les cellules de limiter au minimum leur exposition a ce fusogene.
Il faut effectuer la manipulation en une minute environ, et maintenir le mélange
constamment a 4°C (Lane et al., 1986).

D'autres méthodes sont applicables, la plus ancienne (Kélher et Milstein,
1975) utilise le virus de Sendai, mais elle produit des hybridomes moins stables
(Winter et al., 1991). Plus tard, des méthodes d'électrofusion se sont développées,
mais leur utilisation reste peu fréquente, vraisemblablement a cause du colt de
I'équipement.

Un autre éiément a prendre en compte pour la production d'hybridomes est
l'utilisation de cellules nourricieres (macrophages), conseillée par Hammerling
(1981). Elles sont apportées a la concentration de 104 cellules/ml. Elles servent a
minimiser les effets de coopération entre les cellules par augmentation de la
densité cellulaire (Coller et al., 1986) de ces premiéres étapes de la fusion.
Néanmoins, certains auteurs (Samoilovich et al., 1987 ; Orlik et al., 1988 ;
Newshoime et al., 1989) ont montré que lorsque les fusions sont effectuées sans
cet apport, le pourcentage de croissance cellulaire ou du nombre de puits positifs
n'est pas modifié.

Le milieu de base des cultures cellulaires doit apporter des sels pour assurer
l'isotonicité, des oligoéléments, du glucose, des vitamines, des acides aminés
essentiels et des cofacteurs tels le glutathion. Les hormones (insuline), les facteurs
de croissance, les protéines de transport (transferrine, albumine), sont apportés par
le sérum de veau foetal.

Ce sérum, préparé dans des conditions de compléte aseptie, a partir de
sang frais coliecté sur des foetus de veau par ponction cardiaque, est soumis a des
contréles d'identité, de pureté et d'activité. Néanmoins, avant utilisation, des
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clonages de cellules sont effectués en présence de plusieurs lots de sérum et celui
ou la croissance cellulaire s'avére maximale est choisi.

Aprés la fusion proprement dite, intervient la répartition des cellules dans les
plagues de culture. Il est logique de penser qu'un nombre de plaques élevé
permettra un pré-clonage par distribution physique des hybridomes. Donc,
I'utilisation de plaques de culture de 96 puits au lieu de 24, augmentera les
chances d'avoir un clone positif au cours de la répartition et diminue le laps de
temps nécessaire a la croissance cellulaire et avant le premier test de détection. En
effet, le volume du milieu de culture, plus petit dans des puits de faible contenance,
aura plus rapidement une concentration en anticorps suffisante pour étre détectée
par test ELISA. Obtenir et maintenir la monoclonalité d'un hybridome sécréteur est
I'objectif désiré. Pour y parvenir, une méthode adoptée par la majorité des
laboratoires, est celle de la dilution limite. Une méhtode de clonage en milieu semi-
solide d'Agarose a également été décrite (Kennet et al., 1982), mais des cellules
adaptées a un milieu liquide ne se multiplient pas de fagon optimale dans l'agar.

La population cellulaire résultant d'une fusion est h2térogéne : elle contient
des hétérocaryons qui pourront devenir des hybridomes, des lymphocytes et des
cellules myélomateuses qui seront peu & peu éliminés par un processus de mort
naturelle pour les uns, par la sélection HAT pour les autres. Néanmoins, chaque
hybridome n'est malheureusement pas un clone sécréteur, et encore moins un
clone sécréteur d'anticorps de spécificité voulue. L'application de la méthode de
dilution limite suivant une équation binominale de probabilité d'une loi de Poisson
(Coller et al., 1986), permet de sélectionner en trois clonages ou plus I'hybridome
désiré.

Cette méthode de clonage a donc un intérét dans la culture a long terme des
hybridomes. Dés qu'une perte sensible de production d'anticorps est détectée, il
faut recourir a des dilutions limites.

Aprés avoir mis en oeuvre toutes les conditions pour obtenir des
hybridomes, il faut choisir une méthode de détection valabie pour mener a bien les
clonages. Plusieurs qualités sont nécessaire a ce test : il doit tout d'abord étre
fiable et sensible, il doit étre rapide pour tester au plus vite les innombrables
cellules produites par certaines fusions, étre reproductible et évidemment, pour des
questions économiques, peu colteux. En raison de l'existence, dans notre
laboratoire, d'une technique bien maitrisée, nous avons utilisé I'Enzyme Linked
Immuno-Sorbent-Assay, communément appelé E.L.1.S.A.

—-—138—



La caractérisation finale des anticorps de souris produits est la détermination
de ['isotype. Elie se fait souvent par la technique d'Ouchterlony, nous avons choisi
un kit (Mouse monoclonal antibody isotyping kit, Amersham), qui est rapide et
sensible. La totalité des anticorps produits est de classe IgG1, ceci peut s'expliquer
par le hasard du choix des clones.

—139—



IV - 2 Purification des anticorps

Nous allons maintenant aborder le probléme de purification de ces anticorps
monoclonaux anti-hPL, puis l'identification des épitopes de I'hPL.

L'intérét de notre travail réside dans I'obtention d'un anticorps hautement
purifié¢ présentant une bonne affinité pour I'nPL. Ce préalable est indispensabie
avant de commencer la recherche sur ['épitope.

La purification des anticorps monoclonaux a partir de liquide d'ascite a été
abordé par plusieurs auteurs (Kenneil S.J., 1983 ; Burck, 1982 ; Goding, 1980 ;
Bosthetti E., 1987 ; Halwani et al., 1990 ; Josic et al., 1991 ; Avest et al., 1992). Les
liquides d'ascite présentent I'avantage d'avoir des concentrations en anticorps
monoclonaux importantes (10 & 20 mg/mi). Cependant, les anticorps propres de la
souris peuvent géner la purification et par ailleurs, il est quelquefois difficile
d'obtenir des ascites. Différentes techniques ont été employées, notamment des
techniques chromatographiques d'échange d'ions (Beggemann et al., 1990), et
d'affinité sur protéine-A-Séparose pour certaines sous-classes d'lgG (Horstmann et
al., 1990).

Le probléme de Ia purification des anticorps monoclonaux produits in vitro,
s'est posé sérieusement lorsque la production en masse de ces anticorps a été
abordée. En effet, la concentration dans le milieu de culture est faible (10 4 50
ug/ml) et la présence des protéines apportées par le SVF peut aussi géner la
purification.

Pour pallier certaines difficultés, et particuliérement la richesse des milieux
de culture en protéines autres que les immunoglobulines, certains auteurs se sont
pencheés vers la mise au point de milieux artificiels présentant de faibles
concentrations protéiques et permettant la croissance des hybridomes.

Dans les travaux que nous avons entrepris, nous avons abordé dans un
premier temps, I'étude de différents moyens permettant de concentrer les anticorps
monoclonaux produits in vitro. Cette étape est nécessaire, car elle permet d'une
part la réduction des volumes des échantillons (ce qui rend leur manipulation plus
facile) et d'autre part la concentration des immunoglobulines de I'échantillon.
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Parmi les techniques disponibles, nous avons utilisé la précipitation au
sulfate d'ammonium, la lyophilisation et |'ultrafiltration.La technique que nous avons
souvent utilisé est 'ultrafiltration ; cette technique a été choisie, car elle constitue
non seulement un mode de concentration, mais une étape de prépurification.

Les anticorps monoclonaux qui sont contenus dans nos échantillons sont de
type IgG1, les membranes utilisées pour leur concentration ont un seuil de coupure
de 105 daltons, ce qui entraine théoriquement I'élimination des protéines, dont le
poids moléculaire est inférieur a ce seuil de coupure. Mais, nous avons constaté
que ces membranes ne permettent pas ['élimination totale des autres protéines de
poids moléculaire supérieur a 50.000 daltons contenues dans I'échantillon et en
particulier I'albumine, ceci ayant été vérifié par électrophorése. Cette technique a
été utilisée par d'autres auteurs pour la concentration d'anticorps monoclonaux
purifiés (Namil L., 1978).

Il est possible pour les anticorps monoclonaux de type IgG1, d'utiliser au
cours d'une premiétre étape de purification un échangeur anionique. Cette étape
précédée par une filtration sur gel, nous semble présenter un intérét pour
augmenter le degré de pureté maigré une perte d'un tiers de la concentration des
immunoglobulines de départ, cette perte pouvant étre due a une mauvaise
résolution de la colonne.

Lors de la purification du témoin négatif (milieur RPMI 1640 + 10 % de SVF),
on constate que le pic 2 de la figure 10 correspond aux anticorps contenus dans le
sérum de veau foetal. Lorsqu'on utilise un tampon Tris-HCI pH 8 (Malm 1987), les
anticorps monocionaux détectés par ELISA sont dispersés dans les pics 3 et 4
(Figure 12). En ramenant ie pH a 7, les anticorps monoclonaux sont élués dans un
seul pic pour une concentration comprise entre 0 et 0.14 M de NaCl.

La méthode de purification par chromatographie d'affinité sur protéine A-
Sépharose, semble étre reproductible, puisque des surnageants de culture d'une
méme lignée sont désorbés toujours de la méme maniére. Elle parait également
étre spécifique puisque, d'aprés la figure 16, les fractions récoltées, rassemblées et
testées par ELISA, présentent une D.O. beaucoup plus élevee que les fractions
issues de la purification d'échange d'ions. De plus, cette méthode permet d'avoir un
degré correct de pureté puisqu'aucune bande contaminante n'est decelée en
électrophorése SDS-PAGE.

IV - 3 Recherche des épitopes
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L'anticorps monoclonal (IgG1) choisi pour faire la recherche d'épitope,
présente une bonne affinité de 'ordre 1,5 x 1012 M, it se préte donc a ce genre de
recherche.

Les différentes méthodes de prédictions antigéniques sont surtout basées
sur des notions d'hydrophilicité et hydrophobicité (Van Regnmortel et Marcillac,
1988). Ces méthodes mettent en jeu la notion d'accessibilité de surface, appeiée
acrophilicité. Il existe des exemples ou I'anticorps reconnait non pas la composition
chimique de l'antigéne, mais sa configuration ; ceci suggére que les anticorps
peuvent étre dirigés non pas contre des structures chimiques spécifiques (ou
linéaire), mais contre la forme tridimentionnelle des nuages électroniques. Donc,
notre premiére démarche a été de montrer si I'épitope est de structure spaciale ou
linéaire ; apres avoir détruit les ponts disulfures, le résuitat que nous avons obtenu
montrent que nous sommes en présence d'un épitope dont la séquence est de type
linéaire. Ce qui veut dire que la destruction de la structure tertiaire de I'hPL, ne
modifie pas la région du déterminant antigénique.

Pour déterminer la séquence d'hPL qui contient I'épitope, il faut hydrolyser la
molécule d'hPL. Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées : hydrolyse enzymatique
ou chimique. Avec I'hydrolyse enzymatique soit par la trypsine ou la chymotrypsine,
nous devrions obtenir un nombre trés élevé de peptides qui seront donc difficiles a
purifier et identifier. Par contre, une hydrolyse chimique avec le bromure de
cyanogéne, méthode utilisée par plusieurs auteurs (David et al., 1971 ; Mitchell et
al.,, 1988 ; David et al., 1989 ; Willi et al., 1990), nous a semblé efficace. En tenant
compte du nombre de résidus méthionine contenus dans cette hormone, le nombre
de fragments peptidiques que nous devons théoriquement obtenir a partir de 'hPL
est de 7, dont deux sont reliés par un pont disulfure.

Aprés les étapes de clivage de I'hPL par le bromure de cyanogéne, les
fragments peptidiques sont séparés par HPLC en phase reverse. Le nombre de
pics obtenus en pratique dépasse légérement le nombre théorique de fragments
prévus, 8 au lieu de 7, ce qui peut s'expliquer par le fait que les pics contiennent
probablement plusieurs fragments de tailles et séquences différentes.

Les différents pics contenant les fragments peptidiques ont été incubés en
présence de I'anticorps monoclonal en test ELISA.

Les pics positifs (4 et 5) ont été rechromatographiés une deuxiéme fois afin
d'obtenir des pics homogénes.
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Le resultat du séquengage du pic 4 montre la présence de deux fragments
reliés par un pont disulfure, et celui du pic 5 contient 3 fragments. Le seul fragment
que nous ayons trouvé en commun est le fragment 5 qui correspond a la séquence
125-169 sur I'hPL. Les travaux réalisés par Neri et al. (1984) ont montré que I'hPL
posséde un épitope commun avec hGH dont la séquence est 166-174. Or, durant
notre travail, nous avons montré que l'anticorps monoclonal purifié ne réagit pas
avec I'nGH, par contre il réagit avec la séquence 125-169, donc notre épitope se
trouve dans cette séquence.

Les acides aminés qui composent cette séquence sont :
- Thr-Gly-Gin-lle-Leu-Lys... dans I'hPL
- Thr-Gly-Gin-lle-Phe-Lys... dans I'hGH
Il y a un seul acide aminé qui différe : c'est I'acide aminé qui occupe la
position 139. La région 135-145 de 'hGH a été objet d'étude approfondie par
plusieurs auteurs (Sing et Col., 1974 ; Lewis et al., 1977 ; Graf et al., 1982 ; Chéne
et al., 1987). En supprimant cette séquence de I'hGH par digestion trypsique. Singh
et al. (1983) ont constaté que I'hnormone de croissance privée de ces 6 résidus
d'aminoacides conserve intact ses propriétés de liaison aux récepteurs
somatotropes et lactogénes. Elle réagit de maniére identique avec un immunsérum
anti-hPL et reste active dans le test de croissance in vivo du tibia de rat
hypophysectomisé. Donc, on peut déduire que la leucine en position 139 de I'nPL
est responsable de la spécificité de l'antigénicité de cette séquence, car notre
anticorps monoclonal ne réagit pas avec I'hGH.

IV - 4 Relations AMPc-hPL

Vuillemin-Gelot (1975) a montré qu'il existe une relation étroite entre I'nPL et
I'AMPc en mettant en évidence une activité liante de I'hPL purifié, elle a montré que
la présence d'AMPc modifiait la réactivité immunologique d'hPL, lors du dosage
radioimmunologique. Nous avons repris la méme expériencé en utilisant cette fois
les anticorps monoclonaux anti-hPL. Nos résultats montrent qu'en présence de
I'AMPc la réaction antigene-anticorps est modifiée, une augmentation de 30 % de la
réaction antigéne-anticorps est observée en présence dAMPc soit en test ELISA,
soit par dosage radioimmunologique. Cette inhibition est bien spécifique de 'AMPc,
en effet elle n'est pas retrouvée si on utilise de I'ATP, du GTP, ou encore du
GMPc.
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Pour éliminer 'hypothése que I'AMPc pourrait avoir une action générale sur
les anticorps, et non pas une action spécifique sur la réaction hPL-anti-hPL nous
avons testé l'action de I'AMPc dans d'autres dosages radioimmunologiques
effectués de maniére analogue : le dosage de la hGH, prolactine et LH. On
constate que pour ces hormones, il n'y a pas d'inhibition de la réaction antigéne-
anticorps en présence d'AMPc.

La modification du comportement de I'hPL, vis-a-vis de son anticorps
monoclonal est bien du a 'AMPc, ce qui suppose une liaison méme bréve de I'hPL
avec 'AMPc.

Il nous reste & mettre en évidence cette liaison d'une maniére directe et
concréte, pour cela nous avons procédé a la dialyse a I'équilibre. Le résultat obtenu
montre que le nombre de coup par minute mesuré dans le compartiment contenant
I'nPL est plus élevé que dans celui ne contenant pas I'hPL. Plus la concentration
d'hPL est grande, plus la différence de cpm entre les compartiments est grande. On
a pu déduire de ces expériences que I'hPL fixe 'AMPc.

Afin de mieux confirmer la liaison AMPc-hPL, nous avons passé de I'hPL
purifié sur une colonne de gel Agarose-AMPc. Si il y a liaison AMPc-hPL, ce dernier
sera retenu par la colonne. L'élution est faite par une solution de SDS (Dedra et al,
1990). Le résuitat obtenu montre deux pics élués successivement par 1 et 2 % de
SDS. Les deux pics testés en ELISA par I'anticorps monoclonal montre la présence
d'hPL.

Brondeau (1980), avait déja montré que dans un extrait placentaire existait
une (ou des) protéine (s) liant I'AMPc dont I'affinité était de 1,1.106 M-1. Seulement
il restait a prouver que cette protéine-liante était bien de I'nPL.

Les chaines C (catalytiques) de la protéine kinase A-AMPc dépendante
présentent des ressemblances évidentes avec toute une gamme de protéines a
activité kinasique, impliquées de prés ou de loin dans les regulations cellulaires :
phosphorylase kinase, myosine kinase, facteur de croissance (EGF), récepteur de
I'insuline, et oncogénes... d'ou I'importance donnée par les recherches actuelles a
ces kinases. Toutes ces protéines semblent avoir en commun leur aptitude a
fonctionner comme kinase et a reconnaitre spécifiquement d'autres polypeptides.
Les ressemblances se traduisent par des homologies de séquence et une structure
probablement similaire.
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Le schéma suivant (d'aprés Taylor et al. (1988) montre les principales
caractéristiques d'une protéine a activité kinasique. On a noté d'une astérisque
toutes les positions d'acides aminés retrouvées comme invariable dans toutes les
kinases.

Reconnaissance du Protéine kinase
peptide & phosphoryler g © (sous-unité catal ytigue)

On constate la présence de plusieurs résidus glycyl invariants. Ce petit acide
aminé joue un role structurale important, un peu comme ['espace qui sépare deux
mots dans une phrase. La conservation des résidus glycyl répétés dans une
séquence est un indice d'une structure locale préservée au cours de |'évolution de
la chaine polypeptidique ( ).
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Dans notre travail, nous avons essayé de vérifier si I'hPL a une activité
kinasique ou seulement un pouvoir de fixation de I'AMPc. L'expérience a été faite
en utilisant comme substrat la caséine.

Les résultats obtenus montrent qu'effectivement I'hPL & une faible activité
kinasique par rapport a I'enzyme de référence (la protéine kinase AMPc-dépendant
du coeur de boeuf) que cette activité est due uniquement a I'hPL. Nous avons
effectué une électrophorése native et dénaturante de 'hPL du commerce que nous
avons utilisé durant tous nos travaux. Nous avons obtenus plusieurs bandes dont la
plus importante correspondait a I'hPL elle-méme, les autres ont un poids
moléculaire inférieur a celui de I'hPL. Ces trois bandes réagissent avec |'anticorps
monocional anti-hPL qui réagit contre I'épitope 125-160 de I'hPL, ce qui semble
eliminer le fait que I'activité kinasique puisse étre due a une contamination par une
autre protéine.

La présence de 3 bandes séparées a I'électrophorése s'explique par la
dégradation probable de I'nPL au cours de la conservation.

On pourrait interpréter les résultats de la faible activité kinasique de I'hPL
soit :

- en supposant que la caséine n'est pas un bon substrat,

- que cette activité est réellement faible, mais compensée par la tres forte
concentration de I'hPL au cours de la grossesse.

En utilisant un autre substrat qui est le lysat de lymphocytes, I'activité
kinasique de I'nPL mesurée est supérieure a celle obtenue en présence de
caséine, elle se rapproche de celle de la protéine kinase du coeur de boeuf testé
sur ce méme substrat. Cette expérience laisse supposer que I'hPL a bien une
activité kinasique mais que nous ne connaissons pas son substrat spécifique.

L'activité kinasique est confirmée une deuxiéme fois par la mesure de
Factivité en présence de quantités croissantes d'anticorps anti-hPL., on obtient une
courbe d'inhibition de I'activité kinasique dépendante de la quantité d'anticorps
présentes. L'inhibition est totale pour une concentration de 1 mg/ml..

On pourrait alors expliquer pourquoi la femme enceinte posséde une
régulation "amortie" du métabolisme glucidique.

La figure 47 permet de comprendre comment les réactions de
phosphorylation permettent de controler le métabolisme des glucides et des lipides
chez la mere.
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En effet, si on considére le métabolisme du glucide, on sait que la
phosphorylase qui dégrade le glycogéne en glucose 1P est activée par
phosphorylation.

Par contre, la voie d'utilisation du glucose (la voie de la glycolyse) est
inhibée lorsqu'il y a phosphorylation de la phosphofructokinase 1 et de Ia pyruvate

kinase.
Donc le glucose libéré a partir du glycogéne sera peu utilisé par la mére et

pourra servir au foetus.

La mére, pour couvrir ses besoins énergétiques utilisera la voie de la
lypolyse. En effet, la lipase du tissu adipeux est aussi activée par phosphorylation.
Il y a donc une augmentation des AG circulants pouvant induire une résistance a

l'insuline.
Puis ces AG seront captés par les tissus auxquels ils fourniront de I'énergie

par la voie de la Beta oxydation.
L'activite kinasique faible de I'hPL amortirait les variations brusques du

glucose nécessaire au foetus.
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Le travail que nous avons entrepris comporte plusieurs parties :
1 - Fabrication d'anticorps monoclonaux anti-hPL.

L'obtention d'hybridome sécréteur et stable a permis de disposer d'un
anticorps monoclonal de bonne affinité. Il a une constante d'association de 1,5 x
1012 I/mole. Dans la litterature, des constantes d'association de 1 x 108 a 1 x 1012
IImole sont rapportées. Aprés toute une série de démarches, nous avons
déterminé I'épitope contre lequel I'anticorps monocional était dirigé.

Pour cerner la région de ['épitope, nous avons étudié la réaction antigéne-
anticorps dans des conditions variées :

. La coupure des ponts disulfure de I'hPL suivie d'une S-carboxyméthylation
a mis en évidence la nature de continuité de I'épitope.

. L'hydrolyse de I'hPL par le bromure de cyanogéne, suivie d'une séparation
des peptides par chromatographie HPLC et HPEC nous a permis d'isoler le peptide
ayant |'activité antigénique. Sa structure a été déterminée par sequengage. Il s'agit
de la portion 125-169.

~ 2 - Etude de la relation AMPc-hPL sur la réaction hPL-anti hPL.

Nous avons constaté que I'AMPc augmente la réaction hPL-anti hP. A partir
de cette constatation, nous avons montré que I'AMPc se fixe sur 'hPL. Ceci a été
démontré par dialyse a I'équilibre, et par chromatographie d'affinité sur gel agarose-
AMPc. L'AMPc se fixent probablement sur le site ou prés du site formant I'épitope,
empéchant ainsi I'anticorps monoclonal de réagir avec I'hPL.

Il reste a déterminer la séquence d'acides aminés de I'hPL qui a une affinité avec
I'AMPc.

Nous avons montré que I'nPL a une activité kinasique, elle permet de
transférer un atome de phosphore vers une protéine réceptrice : la caséine. Cette
activité kinasique est 10 fois plus faible que celle de la protéine kinase de référence
(extraite du coeur du boeuf). L'activité kinasique de I'hPL est plus élevé lorsqu'on
utilise comme substrat un lysat de lymphocytes. '
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Nous avons montré que seule I'hPL est responsable de I'activité kinasique.
En effet, nous n 'avons pas pu mettre en évidence par électrophorése avec ou
sans SDS de bande ne réagissant pas avec I'anticorps monoclonal anti hPL

- De plus, on constate une inhibition de I'activité kinasique de I'hPL par ajout
de concentrations croissantes d'anticorps monocional anti-hPL jusqu'a inhibition
totale de cette activité.

L'activité kinasique de I'nPL pourrait expliquer un moins en partie lles
modifications métaboliques observées au cours de la grossesse avec une
modification de la tolérance au glucose. L'activité kinasique faible observée semble
étre en relation avec les substrats utilisés, le substrat spécifique de I'nPL reste a
déterminer. La découverte de l'activité kinasique éclaire d'un jour nouveau le rble
de cette hormone secrétée en quantité importante pendant la grossesse.

Résumé

L'objectif de ce travail a été dans un premier temps l'obtention d'anticorps
monocionaux anti-hormone lactogéne placentaire. Pour remplir ce premier objectif,
nous avons fabriqué des hybridomes souris-souris. Les anticorps produits ont été
clonés, purifiés et la détermination de I'épitope specifique des anticorps a été
réalisée aprés coupure de I'nPL par le bromure de cyanogéne, séparation des
peptides obtenus par HPLC et séquencage des peptides purifés.

Dans un deuxiéme temps, nous avons montré que {a réaction hPL-anti hPL
était partiellement inhibée en présence d'AMPc (aucun effet de I'ATP GTP ou
GMPc) et de I'hPL (aucun effet dans la réaction anticorps-hGH ou prolactine ou
LH). Par dialyse a |'equilibre et chromatographie d'affinité, nous montrons qu'it y a
bien une liaison AMPc-hPL. Les protéines liant 'AMPc ont habituellement une
activité kinasique. En effet, en utilisant comme substrat soit la caséine, soit un lysat
lymphocytaire, nous démontrons que I'hPL a une nette activité kinasique bien que
cette activité soit faible, ce qui ouvre de nouveiles voies pour la compréhension du
réle de I'hPL dans le métabolisme de la femme enceinte.
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Human placental lactogen (hPL) is a non-glycosylated low molecular mass protein
(MM = 21 600) that is synthesized by the placental syncytiotrophoblasts (1-2). It is
secreted into the mother's blood stream and its circulating concentration at the end of
gestation can reach 6 - 7 ug per milliliter. These values are much higher than those in the
cord blood (3). The values reached in the mother blood are not compatible with classical
hormonal activity. HANDWERGER (4) recently reviewed the physiology of hPL and
concluded that, despite recent progress, its mechanism of action remains unknown.

The present work shows that hPL. has cAMP dependant protein kinase activity
which could explain at least some of its biological activities.

I - cyclic AMP binding to hPL

hPL (5) was shown to bind cAMP selectively using three assays, altered antigen-
antibody affinity, equilibrium dialysis and affinity chromatography.

Altered antigen-activity affinity

A monoclonal anti-hPL antibody produced in our laboratory (6) was used in an
ELISA (Fig. 1A) or RIA (Fig. 1B). Addition of 20 pmoles/well of cCAMP to the hPL-
monoclonal anti-hPL antibody mixture inscreased the apparent affinity of antibody for
hPL from 1.74 x 1012 /M to 2.27 x 1012 /M.

We checked by ELISA that neither ATP, GTP, nor cGMP had an action in the
hPL-anti-hPL system. We also checked that cCAMP had no effect on the antigen-antibody
reaction of the hGH-anti-hGH or hPRL-anti-hPRL system (data not shown).

Equilibrium dialysis

Figure 2 shows the difference between the cAMP.concentration in compartment A
(which contained hPL + cAMP) and compartment B (CAMP alone at the same
concentration as in A). The experiment was done with two different concentrations of
cAMP and four concentrations of hPL. hPL, clearly bound cAMP.

Affinity chromatography
A solution of hPL or hGH (1 mg in 1 ml distilled water) was placed on an

Agarose-cCAMP column (SIGMA, réf. A7396). The column was washed with Tris HCI,
pH = 7.5 and hPL or hGH was eluted with Tris-HCI, pH = 7.5, 0.15 M NaCL, followed
by the same buffer + 1 % SDS. Figure 3A shows absorbances at 280 nm of the eluted
fractions. Figure 3B shows the result of the same experiment with hGH. hPL was
retained by the Agarose-cAMP column.
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II - cAMP-dependant kinase activity of hPL

hPL was found to have cAMP-dependant kinase activity using either soluble
casein or a human lymphocyte lysate as substrate. The activity of hPL was compared to
that of the purified beef heart cAMP-dependant kinase (PK II). The hPL kinase activity
on lymphocyte lysate was also found to be completely inhibited by a monoclonal antibody
to hPL .

Kinase activities on casein
Table I shows the binding of 32P (in cpm) to casein. hPL had less kinase activity
for casein than did PK II (about 5 %). However, the activity was reproducible and

increased with the hPL concentration.

Kinase activity of hPL on human lymphocyte lysate

As it was possible that casein was not a good substrate for hPL, a human
lymphocyte Iysate was also tested (Table II). hPL was found to have kinase activity,
which increases with incubation time, until it was finally greater than that of PK II on this
substrate. Neither PK II, nor hPL had any activity in absence of cAMP.

Table III shows that increasing concentrations of a monoclonal anti-hPL antibody
inhibited the kinase activity of hPL.

The phosphorylated lymphocyte lysate proteins were separated by SDS-PAGE.
The gels were dried, and autoradiographed (Fig. 4). The protein substrates
phosphorylated by hPL and PK II were not the same.

The concentration of hPL in maternal blood during pregnancy is high while fetal
concentrations are much lower. This concentration of hPL is enough to induce the
secretion of IGFs in the fetus and this could be the main function of hPL (7). It may even
be able to replace a fetal GH deficiency. But the high concentrations of hPL in the mother
are not very compatible with a simple hormonal activity. If, as is generally assumed, all
the metabolism of the mother is directed towards the preservation of the fetus, as then the
needs of the fetus may be satisfied by hPL. hPL could play a role with other factors, in
this processes by reversibly binding cellular cAMP, and so buffering its effects on the
main metabolic pathways , or on lymphocyte immune reactions. Its kinase activity for
specific substrates yet to be identified, could also be important.

The phosphorylation of the lymphocyte lysate indicates that hPL has a more
specific substrate spectrum than the beef heart PK II kinase. But the choice of a
lymphocyte lysate as substrate was essentially arbitrary. The presence of high
extracellular concentrations of hPL also points to an extracellular substrate. KOISTINEN



et al. (10) recently showed that the degree of phosphorylation of IGF-binding protein I in
the decidua and in amniotic fluid, increased during pregnancy, giving rise to molecular
forms with high affinities for IGF-1. This accentuated the ability of these proteins to
inhibit endometrial IGF-I receptor recognition by IGF-I. hPL, which also increases
throughout pregnancy, may have a kinase activity toward these proteins.

On an other hand, there is a true relation between hPL secretion and intracellular
cAMP concentration. In 1987, HANDWERGER et al. (11) showed that some
apolipoproteins could increase hPL synthesis and secretion by human trophoblast in
vitro. This was confirmed in 1989 (12) and in 19901 (4). This stimulation involved
cAMP and induced the phosphorylation of an acidic 80 KDa protein, and the increase in
cAMP preceded the stimulation of hPL secretion.

We have not compared the primary structure of hPL with those of other cAMP-
dependant eucaryotic kinases. However, HUNTER (13) suggests that the numbers of
protein kinase families will increase each day. It is therefore likely that other groups will
be added to the present classification.
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Blank PK II hPL (pmoles/assay)

110 pmoles/assay 92 231 462 693 964

Measured 342 41,549 852 1,277 1,604 2,086 3,101
activity
cpm/assay 460 71,000 1,240 2,058 3,823 4,182

Table I : cAMP-dependant kinase activities of beef heart PK II and hPL on
soluble casein. Each value is the mean of three assays. The techniques of TAO (Biochem.
Biophysic. Res. Commun. 46, 56, 1972) and VUILLEMIN-GELOT (Contribution a
1'étude du rdle de I'AMPc dans le placenta humain. Thése de spécialité, Nancy, 1975)
were used 10 ul of a solution of y 32P ATP (AMERSHAM 74 MBg/mmole, 37 GBq/ml,
5 x 102 mmoles/ml), were placed in a series of tubes , plus 20 ul cAMP (1 pmole/ul), 10
ul casein (casein SIGMA, réf. C4765, 59 mg/ml). Finally 20 ul (110 pmoles) of PK 11
(SIGMA, réf. P5511) or 20 ul hPL (92, 231, 462, 693 or 964 pmoles) and 200 ul 200
mM Tris-HCI, pH 8.5 buffer, were added. The mixture was incubated at 37°C for 10
min. (or 1 h 30) before adding 20 ul BSA (30 mg/ml in PBS) and 2 ml 10 % TCA to stop
the reaction. The precipitate was collected on a membrane washed five times with 10 %
TCA, and the radioactivity counted. Each experiment included a blank in which PK II or
hPL was replaced by 20 pl distilled water.




Measured PK II hPL (pmoles)
activity Blank
cpm/assay 110 pmoles
92 231 462
400 7,202 1,640 2,644 4,185
Incubation
20 min. (a) 288 5,547 1,084
Incubation 16,137 35,738 125,645
1 h 30 (b)

Table II : kinase activity of PK II and hPL measured on human lymphocyte lysate as
substrate. Each result is the mean of three assays.
a) Experiment using 32P cAMP

b) Experiment using 33P cAMP




Measured

activity

as

cpm/assay

hPL hPL hPL hPL hPL hPL hPL
alone 92 92 92 92 92 92
92 pmoles | pmoles | pmoles | pmoles | pmoles | pmoles
Blank | pmoles + + + + + +
1.25 2.5 5 10 20 30
ul ul ul ul ul ul
MAb MAb | MAb MAb MADb MAb
288 288 1,084 897 774 536 339 292

Table III : Effect of a specific monoclonal anti-hPL antibody (MAb 6.5 mg/IgG/ml) on

the kinase activity of hPL




Fig. 1 : Influence of cCAMP on the reaction hPL with monoclonal anti-hPL antibody
without cCAMP, with cAMP (20 pmoles/well).

A) ELISA : Each point is the mean of four assays. 100 pl aliquots of hPL
(2mg/ml in 50 mM NaCO3, pH 9.6) were placed in each well of 96-well
plates (COSTAR, USA) and left overnight at 4°C. They were removed and the
free binding sites were saturated under the same conditions with 100 ul of 2 %
BSA in PBS. The wells were washed with PBS and 100 ul MAb (6.5 mg/ml)
placed in each for 2 hours at 37° C. The plates were again washed and the
quantity of IgG 1 bound to hPL in each well was determined with a second
anti-mouse IgG 1 antibody labeled with peroxidase (TAGO, USA), using
tetramethylbenzidine as substrate. The same experiment was done with 20
pmoles cAMP in each well during the hPL-MADb step.

B) RIA : hPL was labeled with 1251 by the HUNTER and GREENWOOD
method (Nature, 1962, 194, 495). A fixed quantity of 125] hPL (4 ng = 2.22
 MBq) was placed in each tube followed by the monoclonal antibody (100 pul,
6.5 mg/ml) and increasing quantities of no labeled hPL (100 ul of solutions
containing 6.5, 12.5, 25, 50 and 100 ng/ml). The tubes were incubated for 12
hours at 4°C and the bound radioactivity was separated from the free by a
second anti-mouse IgG antibody (TAGO, USA). The radioactivity was
counted. The experiment was repeated with 20 pmoles of cAMP in each tube.

Fig. 2 : Equilibrium dialysis, binding of cAMP to hPL : the cpm shown reflect the
difference in the cAMP concentration compartment A (containing 2 ml
Phosphate Buffered Saline, 50 pmoles/ml 1125 cAMP and 12.5 pmoles/ml
¢——o or 50 pmoles/m! B— no labeled cCAMP) and compartment B (same

composition of A + hPL 12.5, 25 and 50 pmoles/ml). Each point is the mean
of three assays.

Neither hGH, nor hPRL gave the same results (data not given).

Fig. 3 : Affinity chromatography of hPL (A) and hGH (B) on Agarose-cAMP : column
(2x 5 cm). 1 mg hPL or hGH in 1 ml distilled water was placed on the column
and washed with Tris-HCI, pH = 7.5. Retained proteins were eluted with 1=
Tris-HCI, pH 7.5 + 0.15 M NaCl and 2 = Tris-HCI, pH 7.5 + 0.15 M
NaCl + 1 % SDS.



Fig. 4 : Electrophoreis of phosphorylatied proteins : Samples were dried off under Np
and dissolved in 20 pl 0,125 Tris-HCI buffer (pH 6.8) containing 1 % SDS,
20 % glycerol, 50 mM DTT and bromophenol blue and boiled 3 min. After
centrifugation 10 000 g 5 min., supernatants were loaded on a SDS-
polyacrylmide gel (4 % stacking and 12,5 % running) for electrophoresis
according to the method of LAEMLI (Nature, 1970, 227, 680).
Lanes El and E2  kinase activity of hPL on human lymphocyte lysate.
Lane E3 kinase activity of PK II on human lymphocyte lysate.
Numbers on the left refer to molecular weight markers.



~-18
s
Py
¥
004
»
' o «* vt W oTa = = 00
Antibody dilutions APL ng.mi !
Figure 1
400 T
£ 300
2
o
£
~ 200
E
S~
E
Q
© 100

+ - PR

0 12,5 25 50
hPL pmoles.mi-1

Figure 2



280 am

Absorbance

08+ .
04
04
0.2 4
] J
0.2 2 |
1 l | l
l 4
o - ‘ , | |
’ ) o 20

Fraction number

Figure 3 /,g&é\ﬂ e iy,
' % O
;? Gim IOTHEBUE %
k fd’:‘ 4@. “%ﬁéﬁ?\g‘ .

30 Ko

20 K e

E, E3

Figure 4



el :
T

@‘1
(.i BIBL 10T Gt
. ‘f . .‘?j.
Tableau 1 : Bty 4, v

Composition de milieu de base RPMI 1640.

Tableau 2 :
Composition de milieu de base DMEM et MEM.

Tableau 3 :
Composition des tampons et gradient utilisés pour la chromatographie d'échange
d'ions sur colonne 5P5PW (LKB Ultropec).

Tableau 4 :
Tampon et pH recommandés pour I'étude des différentes sous-classes d'igG.

Tableau 5 :
Mode opératoire de la détermination de I'action de I'AMPc sur la réaction antigéne-
anticorps de I'hPL.

Tableau 6 :
Mode opératoire pour determiner l'activité kinasique d'aprés TAO (1970).

Tableau 7 :
Résumé des différentes étapes de la création des hybridomes anti-hPL.

Tableau 8 :
Suivi des D.O. au cours des différents tests ELISA lors de la créatirn d'anticorps
monoclonaux anti-hPL aprés immunisation "in vivo".

Tableau 9 :

Concentration en anticorps monoclonaux spécifiques anti-hPL, sécrétés par les
hybridomes sélectionnés. Les résultats sont la moyenne des densités optiques
(D.0.) de trois essais obtenus par test ELISA.

La longueur d'onde de lecteur est comprise entre 450-650 nm.

Tableau 10 :
Production d'anticorps monoclonaux anti-hPL dans I'ascite.

Tableau 11 :
Isotypage des anticorps monoclonaux anti-hPL sélectionnés.



Figure 11 :

Chromatographie sur Séphacryl S 200 d'un surnageant d'hybridome 1.1.4.4.1 :
Colonne 1,5 x 80 cm, débit de 15 ml.h-1, tampon Tris/HC! 0,5 M, pH 8,5.

3 g d'échantillon lyophilisé, repris dans le méme tampon, filtré et alourdi par
sucrose ont été déposés.

Figure 12 :
Profil d'élution du pic 1 provenant de la chromatographie gel filtration sur Séphacryl
S 200.
Echantillon : 500 ug de protéines
Injection : 500 ul (apres filtration)
Débit : 1 mi/min.
Colonne L.K.B. Ultrapac TSK DEAE 5PW 7,5/75 mm.
Phase mobile : solvant primaire -A- : Tris/HC! 10 mM, pH8
solvant secondaire -B- : Tris/HCI 10 mM, pH 8, NaCL 0,5 M.
Détecteur UV : 280 nm.

Figure 13 :
Profil d'élution du pic 1 provenant de gel filtration sur Séphacryl S200.
Echantilion : 500 ug de protéines.
Injection : 500 ul (aprés filtration).
Débit : 1 mi/min.
Colonne L.K.B. Ultrapac TSK DEAE 5 PW 7,5/75 mm.
Phase mobile : solvant primaire -A- : Tris/HCI 10 mM, pH 7
solvant secondaire -B- : Tris/fHCI 10 mM, pH 8, NaCI 0,5 M.
Détecteur UV : 280 nm.

Figure 14 :
Profil d'HPLC analytique d'une préparation enrichie d'anticorps monoclonaux
provenant du pic 1 de gel filtration réalisée par palier en NaCl.
Injection de 500 ul sur une colonne L.K.B. 21,5 x 150 mm.
Phase mobile : solution A : Tris/fHCI 10 mM, pH 7
solution B : NaCl 0,5 M, Tris/HCI 10 mM.
Gradient par palier : 0 de NaCl en 10 min, 1,4 nM de NaCl en 15 min, 3 nM de NaCl
en 20 min et 100 nM de nM NaCl en 8 min.
Détecteur U.V. : 280 n.



Figure 15 :
Profil d'HPLC préparative d'une préparation enrichie d'anticorps monoclonaux
provenant du pic 1 de gel filtration.
Injection de 500 ul d'une solution & 10 mg/ml de protéine sur une colonne L.K.B.
21,5 x 150 mm.
Phase mobile : solution A : Tris/HCI 10 mM, pH 7

solution B : NaCl 0,5 M, Tris/HC! 10 min.
Gradient par palier : 0 de NaCl en 53 min, 1,4 nM de NaCl en 15 min, 3 nM de NaCl
en 20 min et 100 nM de NaCl en 8 min.
Détecteur U.V. : 280 n.

Figure 16 :

Profil d'élution d'un liquide d'ascite de souris contenant un anticorps monoclonal de
classe IgG1, obtenu aprés chromatographie d'affinité sur protéine A-Sépharose CL-
4B. Le pic contient les anticorps monoclonaux.

Le tampon initial est a pH 8,1.

Figure 17 :
Electrophorése en PAGE-SDS (15% d'acrylamide) des différents pics obtenus par
différentes méthodes de purification.

Puits 1-2 : marqueurs de poids moléculaires

Puits 3-4 : milieu RPMI 1640 + 10% de SVF

Puits 5-6 : pic 1 chromatographie d'affinité

Puits 7-8 : pic 3 HPLC préparative

Puits 9-10 : surnageant du milieu de culture avant purification

Puits 11-12 : pic 1 de gel filtration.

Figure 18 :

Chromatographie sur G50 de 20 ug d'hPL.

Tampon phosphate de sodium 0,5 M pH 7,5 et 10 ul d'iodure de sodium marque :
activité spécifique = 629.103 Bq/ug, concentration = 3,6.109 Bg/ml.

Figure 19 :
Courbe de compétition entre hPL chaud et froid pour I'anticorps du clone 1.1.4.4.4.



Figure 20 :
Courbe de compétition entre hPL chaud et froid pour I'anticorps du clone 1.1.4.4.1.

Figure 21 :
Représentation selon Scatchard de la fixation de [I'antigéne sur ['anticoprs
monoclonal provenant du cione 1.1.4.4.1. (*)et 1.1.4.4.4. ().

Figure 22 :
Test ELISA avec hPL native et hPL sans ponts disulfures en utilisant I'anticorps
provenant du clone 1.1.4.4.1.

Figure 23 :
Coupure théorique de I'nPL par bromure de cyanogene () qui coupe au niveau
des extrémités carboxyle des résidus méthionine.

Figure 24 :
Séparations par HPLC phase reverse des peptides obtenus par couptire avec le

bromure de cyanogéne.
Tampon d'élution : 0,1 % de TFA, 95 % de CH3;CN.

Colonne B4 butyl Aquapor (Merck), 4,6 x 250 mm.
Détection : 220 nm.

Figure 25 :
Test ELISA avec hPl native et les différents fragments obtenus par digestion
chimique au bromure de cyanogéne contenus dans le pic 4 et le pic 5.

Figure 26 :

Séparation des peptides contenus dans le pic 4 par HPLC reverse.
Tampon d'élution : 0,1 % de TFA, 95 % de CH,;CN

Colonne B4 butyl Aquapor (Merck), 4,6 x 250 mm.

Détection : 220 nm.

Figure 27 :

Séparation des peptides contenus dans le pic 5 par HPLC reverse
Tampon d'élution : 0,1 % de TFA, 95 % de CH;CN

Colonne B4 butyl Aquapor (Merck), 4,6 x 250 mm.

Détection : 220 nm.



Figure 28 :
Région d'hPL contenant I'épitope qui a réagit avec I'anticorps monoclonal purifié.

Figure 29 :

Courbe de compétition réalisé par RIA entre hPL marqué par l'iode 125 et hPL froid
(non marqué) vis-a-vis de leur anticorps polyclonal, en présence --—- ou non de 20
pmoles dAMPC -

Figure 30 :

Courbe de compétition réalisée par RIA entre hPL marqué par I'iode 125 et hPI froid
(non marqué) vis-a-vis de leur anticorps monoclonal, en présence --- ou non de 20
pmoles d'AMPcC ---.

Figure 31 :
Test ELISA de I'hPL vis-a-vis des dilutions décroissantes de son anticorps
monoclonal, en présence --- ou en absence --- de 20 pmoles d'AMPc.

Figure 32 :
Test ELISA de I'hPL vis-a-vis des dilutions décroissantes de son anticorps
monclonal, en présence --- ou en absence --- de 20 pmoles GTP.

Figure 33 :
Test ELISA de TI'hPL vis-a-vis des dilutions décroissantes de son anticorps
monoclonal, en présence --- et en absence --- de 20 pmoles I'ATP.

Figure 34 :
Test ELISA de I'hPL vis-a-vis des dilutions décroissantes et son anticorps
monoclonal, en présence — et en absence --- de 20 pmoles GTPc.

Figure 35 :
Courbe de non compétition de la prolactine par RIA en présence --- ou et en
absence -— de 20 pmoles de 'AMPc.



Figure 36 :
Courbe de compétition réalisée par RIA entre la LH marquée a l'iode 125 et LH
froide, vis-a-vis de son anticorps monocional en présence --- ou et en absence de
I'AMPC ---.

Figure 37 :
Courbe de non compétition de la hGH par RIA en présence —- et en absence de 20
pmoles de 'AMPc.

Figure 38 :

Schéma représentant la dialyse & I'équilibre. Le compartiment A qui contenant I'nPL
( )etl'AMPc ( ), est séparé du compartiment B contenant que de 'AMPc () par
une membrane semi-sélective a seuil de coupure 1000 Daltons.

Figure 39 :

Variation de cpm de 'AMPc marqué a l'iode 125 entre le compartiment A (contenant
I'h>L + I'AMPc) et B (contenant que 'AMPc) en fonc:ion de la concentration de
I'hPL.

Figure 40 :

Variation de cpm de 'AMPc marqué a l'iode 125 entre le compartiment A (contenant
I'hPL + I'AMPc) et B (contenant que I'AMPc) en fonction de la concentration de
I'AMPc.

Figure 41 :
Profil d'élution de I'hPL par chromatographie d'affinité sur Agarose-AMPc.
Le tampon initial est tris’THC1 pH 7,5 ; NaC1 150 mM ; Chaps 2 %.

Figure 42 :
Courbe réalisée par test ELISA de I'nPL native ---, du pic 1 --- et du pic 2 --- obtenu
par chromatographie d'affinité sur Agarose-AMPc.

Figure 43 :
Inhibition de I'activité kinasique de I'hPL par ajout des concentrations croissantes

d'anticorps monoclonaux anti-hPL.



Figure 44 :

Electrophorése en PAGE native de |a solution contenant de I'hPL.

Tampon de gel : 0,112 M d'acétate ; 0,112 M Tris ; pH 6,8
Tampon d'électrode : 0,88 M L-alanine ; 0,25 M Tris ; pH 8,8
Echantillon : 50 ng d'hPL

Courant continu : 25 mA ; 1 watt ; 20 volt.

Puits A et D : marqueurs de poids moléculaires

Puits B et C : solution d'hPL.

Coloration argentique.

Figure 45 :

Electrophorése en PAGE SDS de la solution contenant de I'hPL.
Tampon de gel : 0,112 M d'acétate ; 0,112 M Tris ;pH 6,8
Tampon d'électrode : 0,2 M M-Tricine ; 0,2 M Tris ; pH 8,1
Echantillon : 50 ng d'hPL

Courant continu : 25 mA ; 1 watt ; 20 volt.

Puits A et D : marqueurs de poids moléculaires

Puits B et C : solution d'hPL.

Coloration argentique.

Figure 46 :
Immunotransfert et I'hPL natif sur une membrane nitrocellulose.
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Les sécrétions sont révélées par un anticorps monoclonal anti-hPL sur lequel est

fixé un deuxiéme anticorps anti-souris marqué a la phosphatase alkaline.

Figure 47 :

Le contréle du métabolisme des glucides et des lipides chez la meéere par les

réactions de phosphorylation.
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Dans une premiére partie, Monsieur MAAZOUZI présente l'ensemble des expériences
réalisées pour I'obtention d'anticorps monoclonaux anti-hPL. Ceci lui a permis de se familiariser avec
des techniques couramment utilisées dans les laboratoires de recherche et dans I'industrie : culture
cellulaire, préparation d'hybridomes, clonage, mesure de la secrétion d'anticorps par Test Elisa,
techniques de purification des anticorps.

Parmi les clones obtenus, Monsieur MAAZOUZI en a sélectionné deux, stables, bien
secrétants, et il a pii identifier I'épitope contre lequel les hybridomes étaient dirigés. Par des
techniques de coupure par le bromure de cyanogéne d'hPL pour séparer les peptides. obtenus et
séquengage, il a pii montrer que l'épitope était contenu dans la séquence 125-169 de I'hPL.

Cette premiére partie du travail, qui fait appel aux biotechnologies, est suivie d'une partie qui
est plus de la biochimie fondamentale.

En effet, Monsieur MAAZOQUZI a observé que la liaison hPL a son anticorps était diminuée
par la présence d'AMPc. Cette inhibition est spécifique de 'AMPc (elle n'a pas lieu avec ATP, GTR,
ou GMPc) et de 'hPL (elle ne se produit pas avec 'hormone de croissance, la prolactine ou la LH).

La liaison de 'AMPc a I'hPL a été vérifiée par dialyse a I'équilibre et par chromatographie
d'affinité sur agarose-AMPc.
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Les protéines liant 'AMPc sont des protéines qui, habituellement, ont une activité kinasique.
Monsieur MAAZOUZI a donc mesuré l'activité kinasique de I'PL sur deux substrats : la caséine et
un lysat lymphocytaire. Il met en évidence une activité kinasique de I'hPL qui est faible mais nette et
qui est bien liée a 'hPL puisque cette activité disparait complétement en présence d'une quantité
suffisante d'anticorps anti-hPL. La mise en évidence d'une activité kinasique de I'hPL ouvre de
nouvelles perspectives dans la compréhension du role métabolique de I'nPL.

 Pendant ce travail expérimental, Monsieur MAAZOUZI a abordé de trés nombreuses
techniques. Les résultats originaux obtenus doivent lui permettre de présenter son mémoire devant

un Jury.

Nancy, le 26 octobre 1993
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PRESENTE PAR MONSIEUR MAAZOUZI Hafid

Monsieur Hafid MAAZOUZI présente un travail expérimental
intitulé : HORMONE LACTOGENE PLACENTAIRE (hPL) - FABRICATION
D 'ANTICORPS ANTI-hPL ET RECHERCHE DES EPITOPES - hPL EST-ELLE UNE
KINASE ? pour l'obtention du grade de Docteur de l'Université de
NANCY.

La premiére partie de ce travail comporte une introduction
d'une trentaine de pages concernant 1'hormone placentaire
lactogéne (hPL). Dans cette introduction 1'auteur rappelle les
propriétés biologiques et physiologiques de 1'hPL, son métabo-
lisme et la régulation Ge sa sécrétion, puis suit un rappel de
notions d4d'immunochimie centré sur les anticorps monoclonaux et
leurs applications pour la détection de différents antigénes en
insistant sur 1'intérét des anticorps anti-hPL.

L'objet premier de ce travail a porté sur la production
d'anticorps monoclonaux (AcM) anti-hormone placentaire lactogéne
par immunisation de souris dont les lymphocytes ont été fusionnés
pour obtenir des hybridomes suivie d'une mise en culture in vitro
et in vivo afin de faire 1l'étude d'épitopes. Par la suite a été
mise en évidence une protéine placentaire liant 1'AMPc qui s'est
révélée étre 1'hPL elle-méme, ce qui a conduit 1l'auteur a étudier
le r6le kinasique éventuel de 1'hPL.

Le chapitre consacré & 1l'exposé des Matériels et des
Méthodes, exposé de facon claire et précise, rapporte le mode de
préparation des AcM en détaillant les protocoles d'immunisation,
de fusion et de culture cellulaire ainsi que la méthode de
clonage. Sont également décrits, de fagcon détaillée, les
procédures de sélection et de caractérisation des anticorps
secrétés par les clones, ainsi que la purification des anticorps
murins mettant en jeu différentes techniques de chromatographie.
Sont exposées ensuite les techniques permettant de déterminer les
caractéristiques des anticorps anti-hPL avant que soient décrites
les méthodes permettant 1'étude de la relation hPL-AMPc.



La présentation des résultats comporte 7 chapitres spécifi-
ques. Le premier concerne la fabrication d'hybridomes anti-hPL.
La démarche de sélection procéde notamment par le suivi des DO au
cours des différents tests ELISA lors de la création d'AcM aprés
immunisation in vivo. Tous les AcM obtenus par clonages succes-
sifs se sont révélés hautement spécifiques de 1'hPL et apparte-
nant a la sous classe IgG 1. Le quatriéeme chapitre est consacré
& la purification des AcM contenus dans le milieu de culture ou
d'ascites. Cette purification est conduite par des technigues
chromatographiques habituelles notamment de gel-filtration et
d'affinité. La séparation des fractions provenant des différentes
étapes de purification est conduite par électrophorése en gel
d'acrylamide. Le sixiéme chapitre est consacré & la localisation
des épitopes de 1'hPL, reconnus par les AcM anti-hPL. Les
différentes techniques utilisées ont conduit a l'isolement du
fragment qui contient le déterminant antigénique réagissant avec
l'anticorps purifié. Le dernier chapitre a trait & l'étude de la
relation hPL-AMPc. L'utilisation des AcM anti-hPL obtenus au
laboratoire confirme que la présence d'BMPc modifie la réaction
hPl-anti-hPL, alors que la présence d'autres nucléotides ne
modifie pas les propriétés immunologiques de 1'hPL vis a vis de
son anticorps. L'effet de 1'AMPc est spécifique pour 1'hPL
puisque le méme test effectué avec d'autres hormones (LH,
prolactine et hGH) est négatif. La fixation d'AMPc sur 1'hPL a
été mise en évidence par la technique de dialyse & l'équilibre.
Enfin, en utilisant la méme méthode de mesure que pour 1la
protéine-Kinase AMPc dépendante extraite du coeur de boeuf,
l'auteur a pu démontrer que 1'hPL a une activité kinasique non
négligeable qui n'est pas due & une contamination. Cette activité
kinasique serait au moins partiellement responsable des modifica-
tions métaboliques observées au cours de la grossesse avec une
modification de la tolérance au glucose.

Ce travail expérimental, conduit avec rigueur, étayé par une
bibliographie importante comportant prés de 250 références, est
extrémement dense et débouche sur des apports expérimentaux trés



intéressants et novateurs. En particulier, la découverte de

l'activité kinasique de 1'hPL apporte un éclairage nouveau sur le
r6le de cette hormone.

En raison de la qualité du travail expérimental, le mémoire
de thése de Monsleur MAAZOUZI peut étre présenté devant un Jury
pour l'obtention du grade de Docteur de 1'Université de NANCY.

Fait & Besancon, le 12 novembre 1993
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Professeur J.C. HENRY
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(CNRS - SDI 6275 1)
Directeur : Dr. W. ROSTENE
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Docteur Rose-Marie SCHIMPFF
RAPPORT

Monsieur Hafid Maazouzi présente, pour l'obtention du titre de Docteur de
I'Université de Nancy I ( Spécialité Biochimie), un mémoire intitulé:
"Hormone lactogéne placentaire ( hPL)
Fabrication d'anticorps anti- hPL et recherche des épitopes
hPL est-elle une kinase?"

Il s'agit d'un mémoire de 185 pages incluant 245 références bibliographiques
ce qui est tout a fait correct. Les références sont bien choisies.

Dans l'introduction de 33 pages, I'auteur aborde 3 sujets

-1) les données essentielles concernant I'hPL, ses propriétés biologiques,
physiologiques, son role sur le métabolisme énergétique, la régulation de sa
sécrétion , enfin les données récentes sur les génes régulant son expression.
-2) des notions d'immunochimie, les applications des anticorps
monoclonaux et l'intérét des anticorps anti-hPL
-3) la phosphorilation des enzymes

Cette introduction est peut-étre un peu longue , présentée comme un cours
mais cependant trés intérressante a lire.

La présentation du travail constitue la 4 éme partie de l'introduction, sur
une seule page, les liens existant entre les deux parties du travail qui va étre
présenté sont peu explicites et cela est dommage.

Le matériel et les méthodes , nombreuses et faisant appel a des techniques de
pointe, sont rapportés sur 37 pages, de fagon tres détaillée et trés claire.



Sont abordés tour a tour la production et la préparation des anticorps
monoclonaux, la sélection des anticorps, la détermination des
caractéristiques des anticorps anti- hPL, enfin les techniques mises en place
pour étudier la relation hPL-AMPc.

La démarche scientifique est claire et rigoureusement conduite.

Les résultats sont donnés sur 55 pages ( 21 tableaux et 45 figures).

Un anticorps monoclonal de bonne affinité a été obtenu ( 1.5 xloll). La
comparaison avec les anticorps déja existant n'est pas donnée.

La recherche des épitopes a été réalisée et a permis de montrer la présence
d'un épitope dont la séquence est de type linéaire.

Les acides aminés qui composent cette séquence ont été déterminés et il est
montré que la leucine en position 139 de I' hPL est responsable de la
spécificité de cette séquence.

Enfin il est montré que I' hPL a une activité kinasique faible mais certaine
puisqu'elle est mise en évidence sur plusieurs substrats (caséine et substrat
lymphocytaire et qu'il est démontré, grace a l'anticorps monoclonal, que
cette activité est bien le fait de I'hPL et non a une contamination par une
autre protéine.

Le substrat spécifique reste cependant a déterminer.

La discussion du travail est faite sur 10 pages.

Une analyse des résultats est faite en fonction des données de la littérature.
Une hypotheése trés intéressante est avancée, celle du rdle de I' hPL dans le
métabolisme glucidique chez la femme enceinte. Celui-ci n'est pas
démontré.

Au total, méme si les conclusions ne sont pas définitives et s'il existe
quelques maladresses de présentation, ce travail ouvre la voie a des
recherches nouvelles et c'est aussi ce que 1'on peut attendre d'un travail
scientifique bien fait.

Aussi, compte tenu du travail expérimental réalisé, de la rigueur
scientifique évidente qui en émane, des conclusions et des hypotheses de
travail qui en découlent ce mémoire nous parait trés valable pour



I'obtention du titre de Docteur de 1'Université, voire avec mention, tout en
regrettant vivement que ce travail n'est pas donné lieu a publication.

Fait a Paris le 25 Novembre 1993
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Résume

L'objectif de ce travail a ete dans un premier temps |'obtention d'anticorps
monoclonaux anti-hormone lactogéne placentaire. Pour remplir ce premier objeatif,
nous avons fabrique des hybridomes souris-souris. Les anticorps produits ont éte
clones, purifiés et la détermination de |'épitope spécifique des anticorps a eté
realisee aprés coupure de I'hPL par le bromure de cyanogene, separation des
peptides obtenus par HPLC et sequencage des peptides purifies.

Dans un deuxieme temps, nous avons montreé que la reaction hPL-anti' hRL
etait partiellement inhibee en présence dAMPc (aucun effet de I'ATP GTP ou
GMPc) et de I'hPL (aucun effet dans la réaction anticorps-hGH ou' prolactine ou
LH). Par dialyse a |'equilibre et chromatographie d'affinité, nous montrons qu'il y. a
bien une liaison AMPc-hPL. |es proteéines liant 'AMPc ont habituellement une
activite kinasique. En effet, en utilisant comme substrat soit |a caseine, soit un lysat
lymohocytaire, nous demontrons que I'hPL a une nette activité kinasique bien que
cette activite soit faible, ce qui ouvre de nouvelles voies pour la compréhension du
role de I'hPL dans |le métabolisme de |a femme enceinte.

Summary

The aim of this work was

- In a first step, to procedure an hPL monoclonal antibody by the technique of
mice-mice hybridoma. The obtained antibody was cloned and purified by gel
filtration and HPLC. Peptides from hPL were prepared by cyanogen bromide and
the peptide containing the epitope Isolated, purified and sequenced.

- In a second step, tc study the relation hPL-c-AMP :

» the antigen-antibody reaction (hPL-anti hPL) was inhibited by ¢-AMP while

ATP, GTP or ¢c-GMP had no effects. This inhibition was specific for hPL since
neither hGH-anti hGH, prolactine-anti prolactine, or LH-anti LH reactions were

modified by c-AMP.

» We confirmed the binding of c-AMP by hPL using equilibrium dialysis
technigue, and affinity chromatography of hPL on an Agarose c-AMP column.,

» As generally the c-AMP binding proteins have kinase activities, we check

the kinase activity of hPL. Indeed, using casein and human lymphocyte lysate as
substrates, we demonstrated that hPL in presence of c-AMP had a kinase activity
quite measurable even if weak.

We discussed the possible role of this activity on the explanation of the
biological activities of hPL in pregnant women.
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