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1NTRODUCT1ON

1. Les facteurs de croissance

1.1 Définition

Les facteurs de croissance peuvent être définis comme des
polypeptides qui stimulent la prolifération cellulaire par le biaIs de leur
fixation à des récepteurs membranaires, spécifiques, de haute affinité.

1.2 Mécanismes endocrinel paracrine et autocrine

Ces facteurs de croissance diffèrent des hormones polypeptidiques
comme par exemple, l'insuline ou J'ACTH , non seulement par la nature de la
réponse induite mais aussi par le mode de délivrance de la cellule sécrétante à
la cellule cible. Il ne s'agit généralement pas d'effet endocrine mais
probablement d'une diffusion limitée à travers les espaces intercellulaires et
d'une action localisée. En effet, dans le modéle endocrine, le facteur de
croIssance exerce son action sur la cellule cible souvent par l'intermédiaire
d'une molécuJe "porteuse", d'un système de transporteur. Le départ étant une
ce1JuJe ou un organe producteur, Ja ce JJule clb le se trouve ensuite atteinte par le
facteur de croissance grâce à ce transporteur.

Il est souvent fait mention au sujet des facteurs de croissance aux
modè Jes autocrine et/ou paracrlne.

Le mode paracr1ne se retrouve dans les phénomènes de sécrétion par des
cellules proximales qUl vont stimuler, par leurs facteurs de crolssance, la
prollfératlOn des ce llules voisines C'est le cas des cellules cancéreuses qUI
pourraient stimuler la prolifération des cellules du stroma tumoral
(fibrob lastes, cel Jules vasculaires... ), passage obI igé pour le déveJoppement de
tumeurs de ÇJrande tailJe. AJternativement, Jes ceJlules du stroma pourraient
produire des facteurs de croissance qui stimulent Jes cellules cancéreuses.
Cette situation où les composants tumoraux (cellules néoplasiques et du
stroma) interagissent Jes uns avec les autres par le biais des facteurs de
croissance (et autres molécules), pourrait expJiquer, dans certains cas,
l'impossibîl ite de cultIver, in vItro, des cellules (de certaIns carcinomes)
présumées mal ignes.

Le mode autocrine a été proposé, assez récemment, comme un des
mécanismes d'act ion des facteurs de croissance. 1Ja pu être démontré, in vitro,
que des celluJes tumoraJes sécrétaient dans Je milieu de culture un certain
nombre de substances capables d'Induire leur propre multiplication. En fait, ce
phénomène est assez généraJ et dépasse le niveau des cellules tumorales. Le
modèJe autocrine de la sécrétion et de l'autostimulation par les facteurs de
croIssance d'une ce IluJe est un des modèles qui a été proposé pour expl iquer la
transformation ceJ lulaire. Ainsi, une ceJ Iule sécréte des facteurs de croissance.
Le(s) mécanisme(s) qui contrôle(nt) et qui régule(nt) cette sécrétion se
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trouve(nt) brusquement altéré(s) par un (des) mécanlsme(s) lnconnu(s) (pouvant
être liNs) à une mutation) à un virus oncogène.,,). Un ou plusieurs facteurs
sécrétés vont pouvoir stimuler la propre prolifération de cette cellule Il y a
donc} ICI, une notIon de régulation dont il est possIble d'affecter les facteurs
de croissance. Ils sont des régulateurs de la croissance et de la
di fférenciation ce 11ulaires, IiI vitro, mais certainement aussi, IiI vivo
(Goustin et coll. 1986,64, Barritault 1989,11)

1.3 Besoin des ce11ules en facteurs de croissance

Les cellules non tranformées, en culture, nécessitent absolument pour
proliférer des facteurs de croissance. Dans des conditions standards de
culture, li? vitro, les facteurs de croissance apportés par le serum de veau
foetal liisparaissent plus rapidement que les autres composants du rniljeu de
culture. Il constituent donc un facteur limitant. La perte ou la diminution de
cette exigence pour des facteurs de croissance est un phénomène courant chez
les cellules transformées et néoplasiques, ceci pouvant conduire à une
croissance faci 1itée) caractéristique fondamentale des cellules cancéreuses
Woust in et co 11. 1986, 64). Des facteurs de croissance sont donc présents dans
le sérum lie veau foetal (d'une façon plus générale dans le sérum) aJnsl que dans
le milieu de certains types ceJlulaires en culture.

1.3.1 Bref historique des facteurs de croissance

L'historique des facteurs de croissance du sérum est trés longue
puisqu'elle s'étend depuis les premières notions où le plasma (Carrel et Baker
1926) 24 ; Carrel 1928) 23) ou des facteurs sériques étaient capables de
stimuler la croissance de ce Ilules de grenoui Ile (HarrIson 1907, 68) ou de
poulet, jusqu'à l'identification de polyanions sériques, spécifiques, associés à
l'activité mitogénique <Temin 1966, 178). La caractérisation, même grossière,
de ces facteurs de croissance sériques était diffici le mais déjà, S. Balk (1971,
9) pensait que les thrombocytes (plaquettes) étaient la source des
molécules mltogènes, sériques jusqu'à ce qu'n fut démontré que les
plaquettes contenaient au moins une molécule capable de stimuler la
prolifération de ceJlules musculaires lisses (Ross et coll. 1974) 157) et de
fIbroblastes (Kol~ler et LIpton 1974, 98) Plusieurs laborat.olres s'attelèrent
alors à la difficile tâche d'isoler des quantités suffisantes de ce facteur de
croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth factor, PDGF)
pour analyser sa séquence en acides aminés. Les projets de purification
demandèrent plus de cinq ans (Heldin et coll. 1979, 72 ; Antoniades et coll.
1979, 2). Deux courants de recherche ayant débuté au début du sIècle : la
transformation virale (Rous et Jones 1916, 158) et la culture cellulaire (Carrel
1913) 22; Harrison 1907,68) se rejoignérent lorsqu'il t'ut démontré que le PDGF
et le produit de l'oncogène VIral v-sis étalent des molécules similaJres
(Waterfield et coll. 1983, 197; Antoniades et Hunkapjller 1983,3 ; Doolittle et
coll. 1983,48), <Burgess 1988,19),
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1.3.2 Ut111satlons des facteurs de cro1ssance

Comme deja mentlOnné precedemment, les cellules ont une exigence
en facteurs de croissance pour leur multiplication en culture, in
vitra

Ceux-ci sont apportés de façon courante par l'addition de sérum de veau
aux mil ieux de culture. Avec l'essor des biotechnologies, des cul tures
cellulaires de grande envergure sont devenues essentielles. Il y a donc des
besoins trés Importants en sérum de veau foetal. Mals celui-ci est d'un prix de
revient important et l'homogénéité des lots est tout à fait relative. Les
contramtes économiques font qu'il apparaît une nette orientation vers des
cultures en milieux à composition dite définie Outre l'aspect économIque,
les avantages de reproductibilité, de diminution des contraintes sanitaires, de
purification post-culture facilitée... sont nombreux.

Or, les facteurs de croissance sont un des éléments clé de ces nouveaux
mil ieux synthétiques ou plus exactement, de composition définie.
Gospadorowicz et Moran (1976, 63) ont démontré le rôle des facteurs de
croissance dans les cultures cellulaires. Hayashi et Sato (1976, 70) ont tenté de
remplacer le sérum par des combinaisons d'hormones et de facteurs de
croissance appropriées à dIfférents types cellulaires

Outre les mileux de culture, les recherches fondamentales exigent des
réactifs hautement purifiés pour mieux appréhender le rôle individuel d'une
substance particulière, comme un facteur de croissance, dans des mécanismes
normaux ou pathologiques avec des Implications futures : préventive,
diagnostique, pronostique et bien sûr} thérapeutique.

Réactifs de recherche ou de biologie médicale, ces facteurs de croIssance
auront certainement donc un bel avenir en thérapeutique. Déjà, des
préparations biologiques constituées des éléments plaquettaires relargués par
déqranulation artificielle} il7 v/tr~ ou des facteurs de croissance/facteurs
anglogénlques placentaires (PGFs) sont ut 11 Isées} /17 vivo, en chirurgie et dans
J'aide à la cicatrisation (Burgos et coll. 1989, 20). Sans oublier, bien sur,
l'érythopoïét ine et les interférons} interleukInes déjà ut il isés en thérapeut ique
(hémodialyse et cancers)

Modulation (stimulation ou inl1ibltion) de la croissance, de la
différenciation, des défenses de l'organisme, immunothérapie (anticorps
monoclonaux anti-facteur de croissance ou anti-récepteur, immunotoxines)...
sont autant de nouvelles armes potentielles dans l'arsenal thérapeutique de
demain.

De nouvelles voies pharmacologiques s'ouvrent par la compréhention de
la structure/fonction détaillée de ces molécules. En effet) des molécules
modIfIées sont envisagées et déjà développées en recherche Il s'agit
d'antagonistes ou bien de chimères entre un facteur de croissance (ou une
partie seulement, un site de fixation au récepteUr) et une molécule
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thérapeutique (toxine naturelle ou synthétique) (Chaudary et coll. 1987, 28): les
crjnotoxines,

Bronchud et Dexter (1989, 16) résument les ob]ectlfs majeurs des
utilIsations clinIques potentIelles de facteurs de croIssance (tableau 1) Il est a
noter que le TGF-p pourrait ètre mentlOnné dans plusIeurs des applIcations
cItees

Toutes ces perspectives dépendent aussi de la mise en évidence, de la
purification et de la caractérisation des facteurs de croissance. Une voie royale
de production est bien évidemment la biologie moléculaire mais le génie
génétique ne produit et ne produira probablement pas, par recombinaison, toutes
les protéines de fonctionnaI ité ident ique à la forme nature lle} notammenC les
complexes (ou combinaisons) de fonctionnalité ou de déllVrance optimales

2 Les facteurs de croissance plaqueUalres

Comme l'avait dé jà prédit S. Salk en 1971 (9), les plaquettes sont une
source Importante de facteurs de croissance et Jouent un rôle
fondamental dans leur biologie (mobilisation rapide au site de
dommage>. Du PDGF jusqu'au platelet-derived endothelial cell growth factor,
PD-ECGF, il a été purifié à partir des plaquettes, six facteurs de croissance
présentés dans le tableau Il

Le pJateJet-derjved growth factor (PD6F) est un dirnère cliaines A
et/ou B) avec ponts disulfure} synthétisé par les mégakaryocytes de la moelle
osseuse, localisé dans les granules alpha des plaquettes humaines
(hétérodimère A-B prédominant), relargué aprés leur agrégation. La moitié de
l'activité mitogénique, plaquettaire} humaine, pour les cellules
mèsenchymateuses est due au PDGF, C'est une protéine très stable, resistante a
la chaleur et aux pH extrèmes maIs sensible aux agents réducteurs, La chaine B
est transcrite par le gène c-sis La chaine A possède une homologie de structure
primaire de 60% avec la clîaine B, avec conservation des huit résidus cystéines.
Il s'agit d'un stimulateur.

- de la croissance de cellules d'origine mésenchymateuse
mais aussi des cellules épithéliales, endothéliales ou des lymphocytes

- du chimiotactisme des fibroblastes} des cellules musculaires lisses
vasculaires et des neutrophi les sanguins

(PDGF-AA est moins mitogène et chimiotactique que PDGF-BS et
PDGF-Am.

Il existe deux types de récepteurs: types A et B. Seul) le type B possède
une activité tyrosine kinase et Joue un rôle majeur dans la médiation des effets
mitogéniques du PDGF,

Ce facteur de crOlssance joue certainement un rôle central dans divers
processus phYSIOlogiques et pathologIques comme l'embryogénése, la
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Tableau 1 : Utl11sations cl1nlques potentielles de facteurs de
croissance (Bronchud et Dexter 1989, 16).

Régénération des tissus normaux
1 Anérn le des patrlo logies üwonlques ' érytJwopoiét ine
2. Neutropénie induite par cl-ilrniothérapje. facteurs de crOlssarKe

rnyé lo'ldes (CSF)
3. Régénération épithéliale: epidermal growth factor ŒGF)
4. Autres: - fractures osseuses (facteurs de croissance et de

différenciation osseux)
- neuropathles perJphérlques (nerve growth factors, NGF)

II. Immunothérapie du cancer
1. Interférons (IFr~)

2. Interleukine-2 (IL-2)
3, Tumor necrosis factor (n~F)

4. Facteurs de croissance myéloïdes (CSF)

l' 1 Alde à la Cicatrisation
1 Platelet-derlVecj growth factor (PDGF)
2, Fibrotdast growth factors (FGF)

IV. Correction des déficiences en facteurs de croissance:
thérapie de remplacement

1 Anémle des deflciences rénales chromques . érythropoletine
2 NanIsme' hormone de crOlssance humalne OîGF) et somatomedlnes
3 NeutropenJes cvcllques' facteurs (je crOIssance myeloldes (CSFJ

l ,

V. Contrôle de la prolifération anormale: anti-facteurs
de croissance

1. Inhibiteurs de la synthèse des facteurs de croissance (cyclosporlne A)
2 Facteurs de croissance "négatlfs" (transforming growth factor-beta!

TGF-P)
3, Anticorps monoclonaux (anti-facteurs de croissance

ou ant i-récepteurs de facteurs de cro1ssance )
4 AntagOnistes synthet lques
5 Crinotoxines (conjugués entre facteurs de crOlssance

et puissantes toxines cellulaires)
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Tableau Il : Les facteurs de croissance des plaquettes (Mlyazono et
Takaku 1989,127).

Nom pl act]V l te sur 1a cr-o lssance
ce11ulair'e

PDGF 30 10 stimulation: fibroblastes,
cellules musculaires 1isses
cellules gliales

PD-EC6F 45 4,8 stlmulatlOn' ce11ules
endothéliales

T6F-p 25 basique st irnulat ion: que lques
f ibr'oblastes
inrlirJition. cellules
épithé lia les, cellules
endothéliales

H6F 82 baslque stimulation: hépatocytes

E6F 6 ŒGF) ~ 8 4 C" stlmulatlOn. cellulesJ, - ,~)

- Jike épi trié l iales, ce llules
protein 33 rnésencrlymateuses

CTAP-1I1 9,3 8,5 stimulation: cellules
synoviales, flbroblastes

PDGF, plate let-derived growth factor; PD-EC6F, platelet-derived-endotliel ial
ce Il growtti factor; TGF-p, transform ing gr~owth factor beta ; H6F, hepatocyte
growth factor; EGF, epiderma1 growth factor ; CTAP-1I1 , connective tissue
activating peptide-III,
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cicatrisation, l'athérosclérose, les désordres fibrotlques et la croissance
tumorale.

Le platelet-derlved endothel1al cell growth factor (PD-EC6F) mIs
en évidence et purifié plus récemment, semble Jouer un rôle important dans la
croissance et le métabo] isme des ce llules endothé1iales vasculaires.

Il s'agit d'une protéine monomérique, non sécrétoire (absente des granules
alpha des plaquettes), labile par chauffage (65°C) ou exposition à pH extrêmes
mais resistante aux agents réducteurs. Bien que son action soit renforcée par
l'héparine exogène, eIle n'a pas d'affinité pour celle-ci.

Mitogéne des cellules endothéliales vasculaires (aortes porcine et bovine,
capIllaires pulmonaires murlns et velne ombi Ilcale humaIne) malS pas des
fibroblastes, c'est une substance chimiotactique spécifique des cellules
endothéliales.

Son activité angiogénique laisse supposer un rôle dans les processus
d'embryogénèse, de cicatrisation, de régénération tissulaire et de croissance
tumorale mais aussi dans les pathologies angiogéniques, non néoplasiques,
comme la rétinopathie diabétique, l'arthrite rhumatoïde, le psoriasis et
l'hémangiome.

L'hepatocyte growth factor (H6F) purifié à partir des plaquettes de
rat est un I)étérodimère (sous unités 69 et 34 kDa) avec ponts disulfure, acido­
et thermolabile. C'est un mitogène relativement spécifique des hépatocytes et
pourrait jouer un rôle central dans la régénération hépatique aprés
hépatectomie ou lésion du foie.

L'epldermal growth factor (E6F) est un peptide purifie a l'ongine, a
partir des glandes sous-maxillaires de souris, stImulant la croIssance des
cellules épithéliales et mésenchymateuses, il7 vitra L'EGF humain a été purifié à
partir des urines et du plasrna. Ensuite, il fut démontré que l'''EGF-like protein"
était sécrétée par les plaquettes. Les structures des protéines urinaire et
plaquettaire apparaissent différentes. Le transforming growth factor-alpha
nGF-a) de structure apparentée à l'EGF, stimule la croissance des cellules
endothéliales, /17 vitro et l'anglogénèse, /17 v/va La structure et l'activité, /17
vivo, de la "platelet-derived EGF-llke proteln" restent à définir.

Le connective tissue activating peptide-III (ClAP-II D, le platelet
factor-4 (PF-4) et la ~-thromboglobuline (~-TG) sont des protéines présentes
dans les granules alpha des plaquettes, dérivées d'un même peptide précurseur.

Le CTPA-1I1 stimule la croissance des cellules synoviales et des
fibroblastes. Le PF-4 augmente le chimiotactisme des monocytes, des
neutrophi les et des fibroblastes et inhibe la mégakaryocytopoièse. Cependant,
les concentrations de CTPA-III nécessaires à une activité mitoÇjénique et celles
de PF-4 pour une Inhlbltlon de la mégakaryocytopolèse sont élevées comparées à
celles effectIves pour d'autres facteurs de crolssance.
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Ces molécules possèdent une surprenante homologie de structure primaire
avec les produits de petits gènes comme JE et KC) rapidement induits après
l'addition de PDGF, I<C est le gene murin correspondant à la melanoma growth
stlmulatory actlvity (MGSA) stImulant la croIssance, If) vitro, de cellules de
melanome.

Ces observat ions indiquent que le CTPA-1I1 et d'autres substances
apparentées des granules alpha plaquettaires sont relarguées aprés activation
plaquettaire et promeuvent la cicatrisation des tissus lésés de concert avec le
PDGF et d'autres facteurs de croissance (Miyazono et Takaku 1989, 127),

J Le transforming growth factor-beta (T6F-P)

J. 1 Découverte

En 1978, De Larco et Todaro ( 1978, 42) rapportaient que des cellules 3T3
de souris, transforrnées par le virus du sarcorne de 1'·101oney produisaient des
facteurs de croissance polypeptidiques appelés sarcoma growth factors
(SGF), sécrétés dans le milieu de culture et possédant la propriété particulière
d'Induire un phénotype -transformé- chez des cel Iules test non
néoplasiques comme les fibroblastes de rein de rat NRK-49F. Ce phénotype se
caractérisait par la perte de la croissance densité-dépendante en culture
monocouche (avec augmentatIOn (je celle-cD et, le plus Hnportant, l'acquIsItIOn
de la possibi 1i té de cultiver sans le substrat habituellement indispensable :
]'''anchorage independence",

Cette dernière propriété se traduit par la formation de colonies
cellulaires ou clones en milieu agar semi-solide fortement correlée avec la
tumorigénicité des fibroblastes, IfJ vivo, (Kahn et Shin 1979, 89 ; CHone et
Fidler 1980, 33).

Cette activité transformante des SGF sur les cellules NRK. était
unIquement phénotypique et réversible, Les cel Jules NRK recouvraient leur
morphologie et leur propriété de croissance normales aprés que le SGF fut retiré
du milieu de culture,

Par la suite, Todaro et coll. (1980, 182) observaient une activité
transformante similaire dans le milieu conditionné de plusieurs cellules
cancéreuses humaines et d'une variété de cellules de rat et de souris
transformées par le virus du sarcome de Kirsten. Toutes ces activités
transformantes possédaient la propriété de compétition avec l'epidermal growth
fact.or ŒGF) pour sa fixation au récepteur cellulaire de surface

A la même période, Roberts et coll. (1980, 144) introduisaient
l'utJlisation d'éUlanol acide pour extraire les peptides transformants eJes
cellules tumorales. Le terme transforming growth factor (TGF) faisait
alors son apparition car ces peptides à activité similaire pouvaient être
extraits d'une grande variété de cellules tumorales. Cette activité TGF pouvait
aussi être extraite de tous les ttssus normaux de la souris, particul ièrement si
de l'EGF était ajouté dans le milieu du test de transformation, bien que celui-ci
ne pU1sse pas mdu1re de transformation par lut même (Roberts et coll, 1981,
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145). Il fut alors suggéré que ces peptides extraits de tissus non néoplasiques
et nécessitant de l'EGF pour induire la croissance des ce llules NRK-49F en agar
semi-solide représentaient une nouvelle classe de TGF

Peu de temps apres, des peptIdes aux propriétés slmllaJres furent mIs en
évidence dans du sérum normal et les plaquettes sanguines (Chi Ids et coll. 1982,
32).

Il était nécessaire de définir d'un point de vue biochimique et fonctionnel
ce terme TGF. La HPLC clarifia rapidement toutes les ambiguités. Deux types
majeurs de TGF furent isolés et définis en utilisant comme cellules-test la
lignée de fibroblastes NRK-49F (Anzano et coll. 1982,4; Roberts et coll. 1983,
147) :

- les peptides entrant en compétition avec J'EGF pour sa fixation au
récepteur mais ne nécessitant pas J'addition d'EGF dans le test
d' induc tian de cra issance en agar sem i -sa1ide: TGF-o

- les peptides non compétiteurs de l'EGF mais exigeant une
addit ion d'EGF (ou de TGF-a) dans ce test: TGF-p

De plus, il fut démontré que dans ce test, ni l'EGF, ni le TGF-a
n'induisaient la formation de colonies cellulaires en aqar semi-solide mais qu'il
y avait une totale dépendance à la présence de TGF-~ (Anzano et coll. 1982,4).
Donc, l'activité transformante originale SGF résultait de la présence
concomitante de TGF-Q et de TGF-p dans le milieu conditionné des cellules
transformées par le virus du sarcome de i1010ney. Les peptides séparés)
l'activité dans le test NRK était perdue. Réassociés, l'activité était restaurée
(,A,nzano et co 11. 1983, 4).

Grâce à ces nouveaux é1ém ents, il fut poss ib1e de purif ier et caractéri ser
le TGF-~ presque simultanément dans trois sources: les plaquettes humaines
(Assoian et coll. 1983,6), le placenta humain (Frolik et coll. 1983) 58) et le
rem de boeuf (Roberts et coll. 1983) 146). Un peptide homodimérique de 25
kDa (après réduction, 2 sous unités ou monomères de 12,5 kDa) possédant une
séquence N terminale identique fut identifié dans les trois sources (Roberts et.
Sporn 1988, 152).

3.2 Biochimie et Biologie moléculaire

NB : La partie de l'introduction) Ci-dessous) est largement inspirée de
l'exce llente revue de Roberts et Sporn (1990) 153).

3.2.1 Essais biologiques

Durant toutes les étapes de l'identification du SGF, il a été utilisé le seul
système facteur de croissance/récepteur disponible à cette époque (système
EGF). L'autre élément important était la perte de l"'anchorage dependence",
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induction de la formation de colonies cellulaires en agar semi-solide, Il est
donc clair que l'activité biologique et le test associé ont joué un rôle
fondamental dans la découverte, la purification et la caractérisation
de ces facteurs de croissance et plus particulièrement du TGF-~

Cette observatlOn s'est à nouveau confirmée plus tard lorsque de nouveaux
peptides, facteurs de croissance, furent purifiés en utilisant d'autres essais
biologiques, t"lais en fait, il ne s'agissait que de re-purification de TGF-~ : selon
le type cellulawe et le sctiéma de purifIcation, le TGF-~ 1 ou son rlomologue le
TGF-~2

Par exemple) le TGF-~ 1 (cartilage inducing factor-A, CIF-A) a eté
également purifié à partir d'os de boeuf par évaluation de l'état de
différenciation de cellules primitlVes originaires du mésenchyme, exprImant un
phénotype du tissu cartilagIneux (Seyedm et colL 1985, 166 ; 1986, 167) Le
TGF-~2 (cartilage IIiducmg factor-B, CIF-B) fut isolé à partir d'os de boeuf en
utIlisant le même type d'essaI (Seyedm et coll 1985, 166; 1987, 168) maIs
auss i par inhibi tlon de la croissance de cellules épi thé1laIes pulmonaires de
vison (t1vlLu ou CCL64), (Ikeda et coll. 1987.82) ou inliibition de la mitose de
thymoeytes de souris C3H/HeJ (gl ioblastoma-derived T cell suppressor factor,
Wrann et coll. 1987, 201), L'identification TGF-p était apportée par le
sequençaÇJe en ae ides am inés,

Ces activités biologiques si différentes et variées laissent sous entendre
la multifonctionnalité du TGF-p et soulignent l'importance de la
quantification aussi spécifique que possible de l'activité TGF-p,

3.2.2 Les transforming growth factor-beta

3.2.2.1 TGF-p1 et TGF-p2

Comme mentionné précédemment, le TGF-p 1 a été purifié, à J'orlglne J à
partir de pJaquettes huma1nes qui contiennent excJus1vement Ja forme
TGF-Pl. Elles en représentent la source naturelle Ja plus concentrée (20
mg/Kg J Van Den Eijnden-Van Raaij et coll. 1988J 186),

Le tissu osseux représente la source de TGF-p la plus riche (en quantité
absolue) de J'organisme: OJ3 mg/Kg (5eyedln et coll. 1985J 166 ; 1986J 167
1987) 168), Pour comparaison J les tissus "mous" comme les reins ou le placenta J

en contiennent 3-51!g/Kg (Frolik et coll. 1983) 58; Roberts et coll, 1983J 146
La seconde forme TGF-p2 fut Isolée des plaquettes porcines (Chelfetz et

coll. 1987, 29)J d'os bovins (5eyedln et coll. 1985J 166; 1987J 168)J de cellules
de glioblast.ome humain (Wrann et coll. 1987) 201) et de cellules 65C-l de singe
(Hanks et coII. 1988 J 66),

Le clonage de ces peptIdes démontra que le TGF-~ 1 se trouve sous la
forme d'un précurseur de trois cent quatre vingt dix acides aminés
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am inés (Derynck et co 11. 1985, 45) alors que pour la forme TGF-P2, il s'aga d'un
précurseur de quatre cent douze acides aminés (De Martin et coll. J987, 43 ;
Madisen et coll. J988, J Jn. Tous deux possèdent un peptide signal de vingt à
vingt trois résidus en région Nterminale.

Les monomères de cent douze acides aminés possèdent une
homologIe de 72%, incluant la conservation des neuf résidus cystéine

Les propriétés biologiques des deux formes sont souvent communes.
Le rapport TGF-p 1/TGF-p2 peut être tr'és différent comme, par exemple,

4/1 dans les plaquettes porcines ou l'os bovin et 9/10 ou 10/9 dans les formes
sécrétées par- les lignées cellulaires. Une faible proportion de la forme
hétérodimérique TGF-p 1.2 est présente dans les plaquettes porcines ou sécrétée
par certaines ce1Jules en cul tur-e.

3.2.2.2 Autres TGF-p

Trois nouvelles formes ont été identifiées par utilisation de librairies
ADNe. Ces peptides n'ont pas été purifiés à partir de sources naturelles mais les
Î',RNm correspondants ont été caractérisés par Northern blotting

Il s'aglt du TGF-p3 trouvé chez des cellules normales ou cancéreuses..
humaines) porcines ou de rongeur. Ou encore, dans les chondrocytes d'embryons
de poulet dans lesquels il représente le plus abondant A,RNm exprimé (Ten Dijke
et coll 1988) 179; Derynck et coll 1988,47 ;.Jakowlew et coll 1988,84)

Les TGF-p4 et 5 ont etè clonés respectivement pour des chondrocytes de
poulet et des oocytes de grenouille.( .Jakowlew et coll. 1988,85 ; Kondaiah et
co 11. 1990, 100).

Des caractères structuraux communs sont observés pan"ni ces TGF-p .

- tous sont dérivés d'un précurseur où existe une forte homologie dans la
partie Nterminale avec conservation des trois résidus cystéine de la
portion du précurseur éliminée durant la maturation

- les sites de Nglycosylation du précurseur
- le site de reconnaissance ce llulaire <Ruoslahti et Pierschbacher 1986,

159) pour la fibronectinelvitronectine (ARG-GLY-ASP, RGD) présent
pour toutes les formes sauf TGF-p2

- un site de maturation de quatre ou cinq acides aminés (site de clivage
entre le LAP et le monomère)

- le monomère mature de cent douze résidus sauf pour la forme TGF-p4
(cent quatorze)

- conservation des neuf résidus cystéine et de la séquence Cterminale
(CYS-LYS-CYS-SER-COOH, sauf LYS->ASN pour la forme TGF-P5)

Au total, il existe une homologie de séquence primaire de 60% à 80% entre
les divers monomères matures.
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3.2.2.3 Fonctions

Pour ce qUI concerne la (les) actlvlté(s) blologlque(s) de ces nouvelles
formes, II semblerait qu'il y ait simIlItude avec les formes TGF-pl et TGF-p2
Le faH que la forme TGF-p4 ait un precurseur de seulement trois cent quatre
résidus et un des trois ou quatre site de Nglycosylation potentielle) suggère une
act IVI té blo logIque, unIque, lntrace1lulaire

L'évolution de ces différentes formes possédant des activités biologiques,
similail~es pourTait être le résultat d'une régulation différencielle, sous le
contrô le d'un promoteur unique.

Les TGF-p 1, 2 et 3 humains sont localisés sur des chromosomes
différents (19q 13, 1q41 et 14q24) et différentes formes sont exprimées chez
des cellules variées. Cela laisse supposer une synthèse alterneé des différentes
formes, régulée par des mécanismes dlstlncts.

Le contrôle de la maturation par protéolyse et l'activation
biologique) pourraient représenter d'autres points de contrôle,

Il faut souligner que le T6F-p mature reste biologiquement jnactif
ou latent Jusqu'à présent, toutes les formes ont pu être activées, in vitro,
par acidification. Cependant, les mécanismes d'activation physiologIques de
ces formes différentes pourraient être spécifiques.

3.2.2.4 Conservation du T6F-p

Il existe une haute homologie entre les gènes humain et murin, bovin,
porcin, simien et du poulet. Les TGF-p 1actifs, correspondants sont identiques à
l'exception d'une substitution en position 75 (ALA->SER) entre les espèces
humaine et murine. La même homologie est observée pour les autres formes. Une
conservation de plus de 85% est à noter dans la comparaison de la région du
précurseur éliminée lors de la maturation, Cette observation laisse supposer
une importante fonction du précurseur dans la latence.

Une des conséquences probables de cette grande homologie pour les
formes (et les membres de la famille) TGF-p est la difficulté à produire des
anticorps bloquant les activités biologiques du TGF-p. Les bases de cette
difficulté ne sont pas comprises. Des procédures d'immunisation particuliéres
(co-injection avec d'autres protéines, utillsation de peptides synthétiques, ) ont
permis de contourner ce problème, Les résultats de l'utnisation de ces anticorps
laissent supposer que la région C terminale (la plus conservée parmi tous les
membres de la famille) est trés importante pour la fixation au récepteur.

3.2.3 Le gène

Le précurseur du TGF-p 1 humain est codé par sept exons (Derynck et
co 11. 1987) 46). Les séquences d'épissage sont conservées pour les gènes bovin
et porcin. Les positions des séquences de jonction intron/exon du TGF-p 1 sont
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conservées pour les formes p2 et P3, à J'exception de la première qui diffère par
trois nucléotides pour la forme P2, suggérant que les diverses formes sont
originaires d'une duplication d'un gène ancestral commun.- -

Bien que les ARNm TGF-p contiennent environ mille deux cent
nucléotides de séquence codante, il existe des variants de mille sept cent à
six mille cinq cent nucléotides (avec extention des deux extrémités 3' et 5'),

il est à noter un épissage alterné du TGF-p 1 porcin avec délétion des
exons 4 et S, une séquence C terminale du TGF-p différente en résultant.
L'importance de cette particularité dans le contrôle de la transcription et de la
traduct ion du TGF-p n'est pas encore déterm inée.

Il existe deux sites de début de transcription pour les ARNm TGF-p 1
distants de deux cent soixante et onze nucléotides. Deux l'égions promoteur ont
été caractérisées. une s'étendant à mille quatre cent paires de bases en amont
du premier site de début de transcription et la seconde, localisée entre les deux
sites de début de transcription. Dans le promoteur amont, deux régions
distinctes de contrôle négatif, une région "enhancer-like" et une région de
controle posltlf ont été ldentifiees

Le géne du TGF-p a été cloné et transfecté dans le système
d'expression cellules CHO. L'amplitïcatlOn du géne par la voie dlhydrot"olate
reductase (DHFR) permet la product.lOn de 6 mg de TGF-P/l (Gentry et coll 1987,
61). Il s'agit du précurseur glycosylé et phosphorylé. L'activité blologlque
du TGF-p 1 recombinant, sécrété est latente, similaire à celle du peptlde
naturel. Les cellules CHO aménent a maturation de façon tout à fait appropriée,
le TGF -p en clivant le pept ide signal entre les résldus GLY-29 et LEU-30 tandis
que le precurseur est clivé de la forme mature au slte basique précédent le
resldu ALA-279

Des constructions plus au moins délétées ont permis de démontrer que la
syntrlèse de TGF-p 1 biologiquement actif ne peut se dérouler seulement qu'à
partir du premier codon ATG (fvlET) du précurseur, l'impliquant dans la mise en
place correcte des ponts disul fure du pept ide mature.

Jusqu'à présent, il n'a pas été possible de produire du TGF-p 1
recombinant, biologiquement actif dans un système d'expl'ession levure ou
bactérie.

3.3 La famille TGF-p

Il existe une v'éritable famille TGF-p (Massague et coll. 1987, 121) dont
les membres présentent une homologie structurale primaire et
partlculièrement la conservation de sept des neuf résidus cystélne
présents dans le monomère:

- les formes T6F-pl à T6F-pS
- les inhibines (Mason et coll. 1985, 118.; Forage et coll. 1986,57) et

activines des mammlfères (Vale et coll 1986,185; Ling et coll 1986,
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110)
- la "MulJerian inhibHory substance" (MIS) (Cate et coll. 1986,26)
- Je produit du "decapentaplegic gene complex" (DPP-C) (Padgett et

coll 1987,136)
- le produit d'un gène amphibien (Xenopus) exprimé dans des oocytes de

grenouille (VgJ) (Weeks et coll. 1987,198)
- la protéine Vgr 1 de souris (Lyons et coll. 1989, 114)
- les trois "bone morphogenetic proteins" (BMP) ( Wozney et coll.

1988,200; Wang et coll. 1988, 196)
- le "growth/differentiation factor-l" (GDF-l) d'embryon de souris

(Lee 1990, 107)

NB, les Bl"IP-2A et 2B sont I,omologues à 75% avec le produit du DPP-(
et pourraient représenter les protéines équivalentes chez les mammifères

Toutes ces substances possèdent la caractéristique particulière de
régulation des processus de développement. Par exemple, la MIS induit. la
régression des premières ébauches du syst.ème reproducteur femelle dans le
systeme reproducteur mâ le en développement Les mhibmes et act lvmes
régulent les activités de la gonadotropine et de la FSH.

3.4 Les récepteurs

L'action du TGF-~ est liée à sa fixation à des récepteurs cellulaires de
surface, spécifiques, Mises à part quelques rares exceptions, cent cinquante
types cellulaires différents possèdent des récepteurs TGF-~ dont l'affinité
s'exprime en concentrations picomolaires (Frollk et coll. 1984, 59 ; Tun~er et
coll. 1984, 184; Massague et coll. 1985, 119 ; Wakefield et coll. 1987, 192),
Ceci suppose un spectre d'action potentiel trés étendu.

L'iodination du TGF-~ ne pose aucun problème d'altération de l'activité
biologique. Les méthodes de choix sont respectivement pour les formes ~ 1et ~2,

la technique à la chloramine T (Frollk et coll. 1984,59) et à la lactoperoxidase
(Danielpour et coll. 1989,38).

Le marquage d'affinité du TGF-~ (disuccinimidyl subérate) à ses
récepteurs cellulaires a révélé trois classes distinctes de composés
membranaires possédant une haute affinité:

- classe 1: 65 kDa pour toutes les espèces testées
- classe Il: 85 (rongeurs), 95 (homme et singes) et 110 kDa (poulet)

Il s'agit de glycoprotéines Nglycosylées (les glucides représentant 5 et
15-20 kDa du poids moléculaire (Cheifetz et coll. 1988, 30, 31)

- classe III : 250-350 kDa, dimérique, composée de sous-unités
glycoprotéiques constituées principalement d'heparan sulfate
glycosaminoglycan avec une faible quantité de chondroitine ou dermatan
sul fate 1iés à une "core" protéine de 100-140 kDa. Le site de fixatIOn
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TGF -p étant situé dans cette "core" protéine (Chelfetz et coll. 1988,
31 ; Segarini et Seyedin 1988, 164)
La classe III pourrait se fixer aux composés de la matrice cel1ulaire
Jouant ainsi un rôle de modulation dans l'organisation du cytosquelette,
deux fonctions corrélées à l'activité du TGF-p sur beaucoup de cellules
orlginaires du mésenchyme.

L'absence trés rare de ces supposés récepteurs observee chez
certaines cel Iules néoplasiques (phéochromocytome de rat PC 12,
r-ét inob lastomes humains, certaines 1ignées leucém iques) est corrélée avec la
resistance de ces cellules aux effets inhibiteurs du TGF-p (Kimki et
coll. 1988,96; Keller et coll. 1988,94). Il pourrait s'agir d'un mécanisme par
leque1des cellules pré-néop lasiques deviendraient tumora les en échappant à ce
contrôle négatif (Sporn et Roberts 1985, 172).

1.3.5 les formes latentes

Le TGF-pl est relargué des plaquettes apres degranulatlon et sécreté de
presque toutes les cellules sous une forme biologiquement inactive ne
pouvant se fixer aux récepteurs cellulaires et non reconnue par les
anticorps anti TGF-p (Plrcher et coll. 1986,141; t"11yazono et coll 1988, 125
; Wakefie Id et coll 1988, 193)

L'activat ion, in vitro, peut être réal isée par acification,
aIca1inisation, action d'agents chaotropes ou par chauffage (Lawrence et
coll. 1985, 105, Lyons et coll. 1988, 113; Brown et coll. 1990, 18. Piao et coll.
1990, 139).

Il est à noter que le TGF-p purlfié à partir des plaquettes ou d'os a été
exposé à des candi tians te l1es, quï 1 se trouve sous forme act ive de façon
permanente. Après purification, la structure du complexe latent, de
haut po1ds moléculaire plaquetta1re, huma1n du TGF-p 1 (l-TGF-p 1, 210
kDa, figure 1) a été proposée par Miyazono et coll. (1988,125) et Wakefield et
coll (1988,193).
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Figure 1 : Structure proposée du complexe latent de haut poids
moléculaire du TGF-p 1 humain, d'origine plaquettaire (L - T6F-p O.
La positlOn exacte des ponts disulfure (-5-5-) n'est pas connue ainsi que la
quantité et la localisation des glucides (CHO) de la TGF-p I-BP.
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Le TGF-tJ J (J) dimérique (ou forme active) de deux fois cent douze acides
aminés (25 kDa) est lié, de façon non covalente, à la partie N terminale restante
(le précurseur proprement dit de trois cent quatre vingt dix résidus clivé par
protéolyse et délété de la séquence signal N terminale de vingt neuf résidus) de
son précurseur tlimérique (deux fois 40 kDa) 11ée de façon covalente, appelée
"Iatency assocjated peptjde" (LAP, 2) Celui-ci étant lié de façon covalente
a une protéine porteuse ou modulatrlce ou de 1ia1son ' la "TGF-p 1 bjndjng
protejn" (TGF-p J-BP, 3, 125-160 kDa).

L'association TGF-p 1 dimerique-LAP dimérique est aussi appelée "small
latent complex" (SLU alors que le complexe latent de haut poids moléculaire
est appelé "large latent complex" (LLe)

L'élément LAP est une glycoprotélne possédant tro1s sites de N
glycosylation et la présence de la séquence intégrine ARG-GLY-ASP (RGD)
suggère que le complexe latent ou la LAP peuvent se fixer, de façon spécifique, à
la surface cellulaire. Le TGF-p 1 latent s'adsorbe à l'hépar'ine-Sepharose,
suggérant la présence d'un site de fixation spécifique de l'héparine sur le
précurseur mature.

Le l'Ô le de la "binding protein" n'est pas encore déterminé mais la présence
de motifs "EGF-Ifl<e repeats" trouvés également dans des protéases à
serine du système de la coagulation, certains récepteurs cel1ulaires de surface
et une fami Ile de facteurs de croissance laisse entrevoir la possibiJ ité d'une
actlvité protease (Mlyazono et coll 1989,126)

Le clonage et l'expression du gène de cette protéine (ADNe de fibroblastes
~Iurnains) a fourni des éléments structuraux importants, (elle-ci est tout
d'abord de taiJ le supérjeure (170-190 kDa) à la protéine d'origine
plaquettalre (125-160 kDa) et possède sept s1tes de N glycosylatlon
potentielle. Tous les peptides dérivés de cette dernière ont été retrouvés dans
60% de la parUe C terminale de la protéine d'origine fibroblastique. (eci
suggerant une protéolyse cellulaire spécifique ou un épissage alterné du géne La
"blnding protein" ne fixe, n1 n'inactive le TGF-p 1, La présence de seize motifs
"EGF-jike repeats" dont quinze contiennent une séquence consensus pour
l'hydroxylation des résidus asparagjne/acide aspartique observés pour la
protéine ( et d'autres protéines à motifs "EGF-like repeats" comme des facteurs
de coagulation vitamine K dépendants, le facteur (1 r du système complément, le
récepteur LDL et la trlrombomoduline. Ces aCIdes aminés partjculjers ont un rôle
dans la fixation des Ions calcIum, Aucune actlv1té protéaslque n'a été
observée. Un autre rôle possIble serait l'achemInement spécIfIque à des
ceJlules cibles, En effet, cette protéine possède la séquence ARG-GLY-ASP
(RGD) et huit résidus identiques à la séquence du domajne de fixation cellulaire
de la chaine 62 de la laminine (Kanzaki et coll. 1989,90).

Le(s) mécanjsme(s) d'actjvatlon physiologjque(s) du TGF-p n'est
pas (ne sont pas) encore connu(s). Des protéases comme la plasmine ou la
cathepsine D l'activent partleJlement (Lyons et coll. 1988, 113).

Les sItes de N glycosylatton de la LAP semblent trés importants dans
la latence du TGF-~. Un traitement à l'endoglycosidase F ou à la sialidase,
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l'addition d'acide slallque ou de mannose-6-phosphate InduIsent une actIvation
dose-dépendante (~1iyazono et Heldin 1989) 126), Par contre) la BP ne semble
pas nécessaire à la latence du fait de son absence du TGF-p 1 latent)
recombinant) sans modification de cette latence (Gentry et coll. 1987) 61 ;
Wakefield et coll 1988) 193)

L'hypothèse du micro-environement acide pourraIt contribuer a
l'activation comme dans le cas des macrophages activés du tissus cicatriciel)
sécrétant une sial idase et des protéases, Le pH pouvant être abaissé à une
valeur de 4(Silveret coll. 1988) 169),

Il est à noter qu'à forte concentration l'activation) li? vitro, par
aci ficat ion de TGF -p 1atent recombinant est réversib le, Ceci démontrant qu'i 1n'y
a pas altération mais certainement modification des interactions de
stab 11 isat Ion,

Le contrôle physiologique de l'activation est d'une grande
lmportance dans les actions paracrine (relargage des plaquettes a un site
d'agress 1on) ou au tocrme

La 1ignée de carcinorne pulrnonajre) humain A549 sécréte une
relativement grande quantité de TGF-p latent. Pourtant, le TGF-p actif est
inhibiteur pour ces cellules) suggérant que leur croissance incontrôlée
pourrait résulter de leur incapacité à activer le T6F-p sécrété, A
l'inverse) une lignée d'une maladie de Hodgkin à sclérose nodulaire (L -428)
sécréte un complexe T6F-p de haut poids moléculaire actif à pH
physIOlogIque et inactivé par aCIdifIcation Cette forme particulière de TGF-p
actlf mais de haut pOIds moléculaire pourrait être un modulateur de la fIbrose
caractéristique du type sclérose nodulaire (Newcom et coll. 1988, 132),

La forme latente sérique se trouve être un complexe avec l'Cl2­
macroglobuline servant à localiser l'action du TGF-p actif et fort
probablement) une forme de clearance ( O'Connor-McCourt et Wakefield 1987)
134; Huang et coll 1988,79) Danielpour et 5porn (1990) 40) suggèrent que
l'a2-macroglobuline est un important régulateur différentiel des actlvités
biologiques des TGF-p 1 et 2) il7 vivo tandis que Lizonova et coll. (1990) 111)
pensent que la co-expression de "tumor-associated Cl2-macroglobulin" et
facteurs de croissance pourrait avoir un rôle dans la modulation de la
croIssance des cellules de mélanome cultivées li? Vitro

Il est à noter qu'une pUblicatIOn récente (MacKay et coll 1990,116) raH
état de deux classes distinctes de "TGF-p-bjnding proteltls" du glomérule de rat
Les glomérules contiennent des quantités non négligeables de TGF-p 1 et d'ARNm
correspondant) suggérant que Je glomérule pourrait être un important site
d'action du TGF-p, La première classe est constituée d'un groupe de protéines
fixant le TGF-p 1 mais pas le TGF-p2, La seconde est un groupe de protéines
fixant les TGF-p 1et 2 et démontrant quelques propriétés du récepteur de classe
III, Ces "TGF-p-binding proteins" glomérulaires pourraient servir à stocker le
TGF -p ou capter un excès présent dans le glomérule. Une autre possibi lité serait
qu'e lIes const Huent un élérnent des récepteurs ce 1lulaires TGF-p.
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3.6 Actlvltés blologlques du TGF-p

3.6.1 Caractère multHonctlonnel

Le TGF-p :3 ete qualIfIe (JE' prototype du facteur de crolssance
multifonctionnel (Sporn et Roberts 1988, 1(5) En effet, la nature de son
3ctlOn S'Jr une cellule cIble fjepend de nomtweu y parametres comme le type
cell ul 211 rf:\ , son et.at. dt:' (jlfferenclat.lOn, les condltlOns de cult.ure et la presence
(j'autres facteurs de croissance (Sporn et coll, 1987, 174),

Quelques exemples pour illustrer cette importante remarque.

- il stimule la croissance de cellules NP/< en agar semi-solide et en
presence d'EGF malS il est antagoniste de l'action de l'EGF 51 la culture
est monocouche (Roberts et coll 1985, 149,1

- 11 stlmule ou inhibe la cr'olssance, en agar seml-sollcle, de cellulec:.
3T3 cIe rat Fiscrler, transfectees avec le qene fI.WC, ceCl dépendant de la
IX esenee reSDect ive d'EGF ou de PDGF CRol)êrts et co ll. 198:), 149)

- il stlmule la croissance de fibroblastes pl~ovenant de foetus rlurnains
"jeunes" mais l'1nhlbe si les foetus sont plus "agés" (Hill et coll. 1986,
(4)

- il stimule la differenclation de cellules épitheliales, bronchiques et de
pre-chondrocytes malS inhibe ce! le d'adlpocytes ou de myob lastes
(S~yed1n et coll 1985, 166, Ignotz et f"lassague 1985, 81 ; [vlaSUl et
(-·-11 lCQo- 1)/·'·'lasc·-glJt"ùt'-oll lQ8h. 1)') ()leu-J,ut -·011 lQPJ)~. () " '•.> , ~~, _ ,:,Q . \. . \. . __ v, ~ \. , ~ J • 'Ç l .' .,.1,. ,

135,FloJinletcoI1.1986,56)
- les fonnes pl et p2 stimulent la djfférenciation cle cellules

meSenClil,tTnateuses, prim 1t ives, avec express IOn d'un p~ienotype l1u
tiSSU can Ilagmeux malS le trai tement de cJlondrocvtes par le TGF-p,
condu i t à 1a suppress 1on des maJ-queurs du tiSSU cart 11 ag lIIeux comme
la svntrlèse de collagène de type 1/ (Rosen et coll. 1988, 156).

La diVersité des effets du TGF-6 et son spectre d'action potentiel trés
étendu placent ce facteur de croissance à une position privilégiée au regard de
la régulation de la physIologie normale ou pathologIque,

Ouelques exemples'

3.6.1.1 Le mésenchyme: contrôle de la matrice extra-cellulaire

Des études irnmunorlistocrlin'l1ques sur les tissus embryonnaires et
adultes ont démontré la présence marquée de TGF-p dans le mésenchyme
Œ]lingswortrl et coll. 1986,51, Heine et coll. 1987,71, Flanders et coll. 1989,
55 ; Thompson et coll. 1989, 181). D'autres résultats suggèrent que beaucoup
des activités du TGF-p sur les cellules mésenchymateuses ne sont en fait que
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différents aspects d'un schéma complexe par lequel le TGF-p sert à
J'accumulat1on et const1tue une réponse des cellules à la matrIce
extrace1lulalre,

L3 flgure '1 montre que le TGF-p 'Jormes pl et p'1.\ .

- active la transcrlptl0n des genes et augmente la synthese et la
secr'etlOn (les protelnes de 1(1 matl'lce extracellulalre (collagene types
III, IV et V, thl'ombospondH"le, osteopontmE', tenasclne. elastmf,
ostéonec t Ine/SPARC, ~)J"otéog Iycan cl'iondro 1t inelderrnatan su 1fate)
Les mécarlismes de cette augmentation de synthèse se situent à des
niveau~< très différents comme l'augmentation des taux d'ARNm
(collagène l, Il. Vet flbronectlne) avec stablltsatton de ces ARNm,
st tmulat ton dtrecte des promoteurs (co Ilagène a2 (1) de souris,
fibronectine), augmentation de la synthèse des protélnes rnatrlclelles
des A,R~lm

- diminue la synthese d'enzymes proteolytIques ( thiol et serine
proteases, metalloprotemases. collagen(lse, elastase,
transllie/stromélvsine) dégradant ces pl-otéines et augmente la
~:.yntl·)èse d'lnl')lblteur's de proteases (inl"lltllteur du plasrnmogene
actrvateur, PAl) qui bloquent l'activité de ces enzymes

- augmente la transcript ion, la traduct ion et la maturat ion des
récepteurs cellulaires (les intégrlnes) pour les protélnes de la matrice,
noUmment la flbronectlne, Il a été démontré que le TGF-p augmente la
capacité d'adhésion de divers types cellulaires à des substrats de
tïbronectlne et collagene.

Les multiples niveaux d'action ou le Tf3F-P agit suggerent que le
controle des InteractlOns de la matrice et des cellules representent un des
r.rmclpalJX mecamsmes par lesquels le TGF-p controle la crolssance, la
dlfferenclatlon et les fonctJl)ns des cellules du mesenchyme (pour revue)
Plzzmo 1988, 143) Ces effets Spéclflques du TGF-~ sur l'alJgmentatJl)n de la
synthese des proteines ont ete demontres ln Vitro et 117 VII/Cl

3.6.1.2 Le muscle

Le TGF-p est. un régulateur potentiel de la myogénèse. A l'exceptIOn
(jes cellules satellites dont la croIssance est inhibée. le TGF-~ est plutôt un
inhibIteur de la diffél'enclatlon des cellules de ce tissu. Bien que la
signification plwsiologique de ce pl-lénomène ne soit pas connue, il a été proposé
que le TGF-~ puisse Jouel' un rôle dans la régénération musculaire. prévenant la
fUSion précoce des myoblastes embryonnaires et celle des cellules satellites
dans le même corps de muscle. au moment de la myogénèse initiale,

Des études immunorl1stochimlques ont démontré un fort marquage
intracellulaIre des myocytes cardlaques, Ce marquage dlsparaissant rapidement
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F1gure 2 : Le T6F-p et la matr1ce extracellu1a1re (Roberts et Sporn
1990,153).

PAl, plasrninogen activator- inl-libitor ; TINP, thiol inl-libitor metalloproteinases.
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3prés un inf3rctus expérimental mais se trouve intensifié dans les zones
perIpherIques aux tissus leses (Thompson et col] 1988, 180) Ces donnees
implIquent un role du TGF-p dans les mecanismes de maintenance de ces
cellules Lefer et coll (1990, 108) ont démontre le role préventlf (cardlO­
protecteur') du TGF-p dans les léslOns cardlaques graves, peut ètre, par
dImInutIOn des dommages causés par elévation du taux de TNF circulant.

3.6.1.3 Les os

Plus leurs observat Ions ont condu 1t ~j l'IWpot/îèse que les rnécamsrnes
J'action du TGF-~ clans le tissus osseux: sont SlrïlllêllreS dans sa forrnatlOn
ernbr-yonnalre et dans la UOlssance, le fernodelage et la clcatrlsatlOn de ce
même tissu adulte.

- le TGF-p est présent dans la filatrice osseuse. adulte (Seyedin et coll.
1985, 166. 1986, 167) et apparait au moment de l'ossification
endochondrale pour un modèle de formation de l'os, //7 v/vo(C3rrington
et coll 1988,25)

- des osteoblastes bOVinS, foetaux, en culture et des cellules
(l'osteosarcome de rat possedent un fart taux d'A,RNm TGF -p et secretent
de re lat lvement grandes quant ites de ce facteur de croissance (Robey et
coll 1987, 154)

- les taux (j'AP~Jm TGF-p 1sont eleves Clans les os fractures, en
phctse de clcatrlScttlon, au moment de la tnlner(lilsatlon

Le TGF-p est mitogène pour les ostéoblastes en culture, observatlon tres
slgnlTlcatlve car le TGF-p est generalement inhibiteur pour la maJor'lte (jes
cellules en culture De plus, 11 mtilbe la formatIOn d'osteoclastes d(lns des
cultures de moelle osseuse de boeuf, suggerant un role de r-ègulatlOli locale du
rernodelage osseux. Ces effets sur le sytèrne ostéoblastes/ostéoclastes font
penser à son implication dans les processus couplés de formation/résorption du
remodelage de ]'os adulte CCentrel1a et coll. 1988,27). D'ail1eurs. il a été
proposé un modèle d'activation du TGF-p latent (associé à la matrice) par
l'environnement acide et protéolytique crée par J'activité ostéoclastique. Ce
TGF-~ activé inhiberait la formation de nouveaux ostéoclastes et augmenterait
la population locale d'ostéoblastes.. induisant un dépôt de matrice servant de
centre de minéral isat ion.

3.6.1.4 Les cellules immunitaires

Les T('F-P 1 et 2 sont (je puissants agents immunorégulateurs
stimulant les fonctIOns monocytaJres malS diminuant la prollferatlOn et les
fonctions lymphocytaires. Leur capacité à inhiber la prolifération des
]yrnp~-locyt.es B et. T, à des c.oncent.rat Ions fernt.orno laires (KeIY'j et. co 11. 1986, 92
, 1989,93), fait qu'ils sont significativement plus actifs que la cyclosporine A,
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immunosuppresseur spécifique des cellules T (f<ronke et coll. 1984, 101), Le
TGF-~ inhibe également la prolifération des thymocytes et supprime J'acti'v'ité
des cellules NI<.

Il antagonise les effets des mterleurmes (lL-I,::2 et}) mais il n'est pas
consldt?rt? commt? un slmple antl-mterlëukmes

l'inhibe la secretlOn dt?s Ige; et des Igf1 par les cellules B actlvees et
coopel'e avec les IL -2 et 5 dans la régulation de la sécr'etion des IgA par les
Iyrflphocytes spleniques (Isotype IgA passant de 0,1 à plus de 10%) Par contre,
jl supprime la sécrétion des IgA par traitement des cellules B activées-lgA
sécrétantes (Kehrl et coll. 1986,92; Coffman et coll. 1989,35),

L'activation des cellules T par la phytohémagglutinlne A (PHA) augmente
J'expression des récepteurs TGF-~ ainsi que le taux des ARNm TGF-p et la
séct'étlon de celui-ci, suggérant qu'Il puisse conclure cette activation,

Le TGF-~ a aussi un rôle immunosuppresseur des fonctions des
cellules immunitaires /;r; v/va En effet, la corrélation glioblastomes-dépressjon
de J'immunité cellulaire est établie avec un rôle trés important attribué au TGF­
p (Wrann et coll. 198?, 201)

Par contre, celui-ci active plusieurs fonctions des
monocytes/macrophages. C'est un puissant agent chimiotactique pour les
monocytes (() ,04-0,4 pM> et 11 st lmule l'expressIOn d'ARNm pour d'autres
peptIdes regulateurs de la crOIssance comrne TNF-a, PDGF, TGF-a, FGF, IL -1 et
ml?me le TGF-p (Wahl et coll. 1987, 190) Un autre effet tres selectIf sur les
macrophages ~st la désactIVatIOn ou la suppressIOn du r~largag~ de peroxyde
(j'rly(jl~ogene Cette mhlbltlOn de l'exploslOn oXYijatlve ou "Jet respiratoire" des
rnacrophages act Ivés pourrai t être un nouveau ref 1et d'une réponse coordonnee
du TGF-~ dans la cicatrisation.

Combines, les effets du H:'F-~ sur les lymphocytes et les monocytes
indIquent qU'li supprIme les aspects (jestructeurs de la réponse mf lammatowe
faCIlitant les effets anaboliques des facteu,~s de croIssance dérivés des
rnacropl"lages sur la I-econstl"uct IOn Cè llula Ire.

3.6. J.5 L'hématopolése

Le rôle du TGF-p dans le contrôle de J'hématopolèse a été démontré
dans des systèmes de cul ture de moe l1e osseuse. Il supprime 13 croissance des
populations de cellules hématopoïétiques peu différenciées mais n'affecte pas
celle de cellules plus différenciees. L'inhibition réversible par le TGF-~ (1 et 2)
de la prolifération induite par l'IL -3 des progéniteurs murins et par l'IL-} et le
GM-CSF des ce 1lules médul Jaires humaines a été observée Par contre, il n'y a
pas mhlbltlOn S'Il ya InductlOn par le Gtvl-CSF pour les cellules bOVines et par If'
G-CSF pour les cellules humaines.

Il est à noter que les mégakaryocytopoiéses bovine et I)umajne sont
inhibées suggérant une possible régulation négative, autocrine,
Impllquant les plaquettes (Ishibas~)j et coll. 1987, 83 ; Mitjavl1a et coll.
1988, 123) (pour revue, Hampson et coll. 1989,65).
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3.6.1.6 Les cellules stéroldogènes

Les effets du TGF-p sur les cellules steroidogenes sont dependants du
type cellulaire et ont été décrits pour:

- les cellules adl~enocortlcales (Jnhlbltlon) (Hotta et Balrd 1986,77;
Fe19E' et coll. 1987, 53)

- les cellules cJe la qranulosa Cauqrnentation cJe l'effet de la FSH sur
-' -

l'activité arûrnatase) (Ying et coll. 1986,203 1 Hutcrdnson et coll.
1988. 80) et de la thèque des ovaires

- les ce llules de Leydlg (1nhlbl t 10n) CAvallet et co 11. 1987, 8 ; L1n et
coll. 1987, 109; Morera et coll. 1988,128) et de Sertoli testiculaIres

Ces effets sont indépendants de la pro li férat ion pUISqlJ' 11 n'y a pas
,j'effet sur la crOIssance Le TGF-~ agIt d'une façon endogene, comme un
médiateur autocrine et paracrine des fonctIOns cellulalres

3.6.1. 7 L'endothél ium

Beaucoups de processus comme l'embryogénèse, l'inflammation, la
reconstruction tissulaire ou la carcinogénèse, oÙ le 10[-6 semble Jouer un rÔle
primordial, sont dépendants de la vascularisation ou angiogénèse,

Il apparalt comme anglogénlque dans des systèmes test, If) V/VOl comme
par exemple) une réponse localisée au site d'injection (Roberts et coll. 198:,)
149.) ["laIS du fait qU'un grand nombre de cellules dlfferentes sont en JNI) 11 est
(jlfflclle de savoIr SI la formatIOn de nouveaux vaIsseaux sanguJns est un effet
direct liu facteur de ct~oissance sur les cellules endotliéliales ou bien le résultat
(j'une stimulation indirecte des cellules endotrléliales par d'autres substances
produites par des cellules cibles du 1GF-p cornrne les macrophages.

/17 vit/'o , le 1GF-p 1 s'oppose à l'action d'un des mit09ènes majeurs des
ce 11ules endothél îa les, le FGF et inhibe leur prol i férat ion en culture
rnonocouctie. Il est à noter que la fon-ne p2 est cent fois mOJns active que la
t'orme ~ 1LJennmgs et coll 1988,86)

Observat IOns intéressantes·

- le TGF-~ 1 stimule la croissance des cellules endoU-léliales, en culture,
dont le passage est réal îsé de façon mécanique et non par trypsination,
suggérant que l'effet inhibiteur pourrait s'exprimer aprés
endommagement de la surface cellulaire (Blake et Falanga 1988, 124)

- la co-culture de cellules endothéliales avec des cellules musculaires
lisses ou des péricytes entraîne l'actlvation de T6F-p latent
sécrété par les ce Ilules) suggérant que l'activat IOn particul ière du

TGF-p, ln vivo, le long des vaisseaux en format ion) pourrait être un
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important point de contrôle de ces effets sur l'angiogénèse

3.6. 1.8 Le foie

Les t"lépatocytes, comme l'endothélium, sont normalement dans un état (je
quiescence chez l'adulte.

L'effet inhibiteur du TGF-p sur la crOissance, III vlt/o, des I"lépatocvtes
suqgère qu'il pourrait jouer un rôle dans le maintien de la qUlescence, III vivO

Wakarnura et coll. 1985, 131, (arr et coll. 1986,21 ,~1ac~1ahon et coll. 1986,
115), Bien que la niaJorité des t,épatocytes ne se réplique pas dw'ant la vie
adulte, ces cellules gardent en mémoire cette capacité et s'en servent lors d'une
perte de t155U hépatique (comme c'est le cas dans une hepatectomle
experimentale chez l'anima]). Il est évident que le TGF-p intervient durant la
régénération hépatique par inhibition paracrine pour prévenir,peut être, une
CTOlssance Incontrôlee de ce tISSU

La perte de ce contrôle negatlf pourrait conduJre a une transformatlOn
malIgne Russel et coll (1988, 160) ont démontre que du TGF-p 1 ou 2, Injecte
par VOle lntraVelneuse, dont 11 a ete estIme que 60% sont captés par' le fOIe au
premier passage (Coffey et coll. 1987, 34), réduit de façon considérable la
fractiorl dllépatocvtes en vOIe de svnU"lèse d'ADt~ ÜlèZ un anImal avant subit ur"lè
t'Iépatectom ie partielle.

J.6.lo9 Les autres éplthél1ums

Les effets du TGF-p sur les hépatocytes sont un exemple de ces effets
inhibiteurs sur les cellules épithéliales. Mais de nombreux tissus épithéliaux se
trouvent dans un etat dynamlqUE'J ou de pUlssants mecanlsmes de regulatlon
contraient la pro Il ferat IOn et la dlfferenclatlOn ce lIulél1reS

Le TGF-~ inhibe la crOlssance d'une grande partIe des cellules
eplthellales, en culture, comme les kératmocytes, les cellules du tube prOXImal
r'énal, les cellules épithélIales: bronchiques, intestinales, de la trachée, de la
l)rostate de rat. f'lals des exceptions existent, telle la stimulation de la
croissance des ce llules mésothé1iales humaines et de la prostate t'Iumaine.

Il apparait que les contr'ôles de la croissance et de la différenciation sont
très étroitement liés pour ces cellules épithéliales ; une inhibition de la
prolifération étant souvent liée à la différenciation terminale de ces cellules.
Dans le cas des kératinocytes, le TGF-p stimule J'expression des caractéres
spécifiques d'une maturation régénérative malgré cette différenciation
termmale, appuyant son role physiologIque dans le contrôle de la balance entre
dlV1Slon ce JIu lalre, mIgrat 10n et maturat IOn durant la clcatrlSat IOn épithélIale

Des resultats de travaux, ln VIV(}, renforcent le rôle suppose du TGF-p
(jans le contrôle (je la (JlfferenclatlOn des éPIthélIums comme'

- une correlation Inversée entre la mitose et J'expression d'ARNm TGF-p
pour des entérocytes isolés
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- une forte inhibaion locale (implants) de la croissance et de la
morphogènèse du t 1ssu mammaire

- un marquagE' lmmunohlstochlmiqlJe plus lntense au nlVE'au des
eplthellums mammaires ramIfIes et des fourches de l'eplthellUm
bronchique ou il n'y a pas prolifér'atjon malS concentration du dépôt de
protéines rnatTiclelles,

3.6.2 Rôle dans l'embryogénèse

Les mecanlsmes actifs dans les processus de CIcatrisation et de
C'arclnogenese ont longtemps eté soupçonnes être la recapitulatlOn des
mecanlsmes actifs dur'ant le developpement embryonna1r'e

Le rôle central du TGF-p dans la cicatrisation et la
carcinogénèse, la dIstrIbutIOn quasl unIverselle des recepteurs TGF-p et ses
pl.llssants E'ffets sur la mIgration, la crOlssance et la dHferenclatlOn
cellulalfes, la fonctlOn et la regulatlOn de la matrIce extra-cellulairE'
Imp 1iquent fortement ce facteur de croissance dans le déve Joppement
ernbrvonnalre.

f11s à part le TGF-p2 pour lequel il n'y a pas d'obser"vations disponitdes,
tous les autres gènes TGF-p sont fortement exprimés dut'ant l'embryogénèse. Les
ARNm TlJF-p 1 sont exprmies en pretlller lIeu aprés la fertlllsatlOn et ieur taux
reste eleve durant le reste Liu developpement de l'embryon (je sauns aH1Sl que
{jl.want la vIe neonatale et adulte L'expresslOn de ]'ARNm TGF-~3 est elevée dans
lE' C'ordon ombilical humaIn tandIS que les formes TC1F-p3 et 4 sont detectees
dans 1es chondrocytes et 1es fi brob 1astes embryonnaIres de pou 1et. Il est a
noter '.In mtense marquage lmmunohistochlmlque TGF-p3 et precurseur dans les
neurones (pas pour 1e TGF -~ 1) et 1es myocytes de ]'embryon de SOllrl s

EnfIn, le TGF-~5 cloné à partir d'une librairie ADNc d'oocytes de gt'enoujjle
est le plus fortement exprimé à partir du stade neurula avancé.

Les ce llules des tissus embryonnaires de plusieurs espèces, plus ou moins
différenciees, sont sensibles aux TGF-p 1 et 2, reflet de l'expression de
récepteurs spécifiques.

Des cellules embryonnaires de carcmome ont eté utilisees comme modele
experlmental d'embryogenèse precoce BIen que les cellules souche exprIment
tres peu de recepteurs TGF-~ et n'apparaIssent pas repondre au TGF-p, les
cellules fIlle dHferenclees expriment seIze a quarante fOlS plus de recepteurs
et sont mhlbees par le TGF-~ Ces changements de nombre de récepteurs
pourraIent être la base des observatIOns selon lesquelles les fibroblastes
embryonnaires, précoces, humains sont stimulés par le TGF-p 1 tandis
Que les fibroblastes murins ou humains, à un stade plus avancé, so~t

Inhibés,
Beaucoup de cel1ules embryonnaires, sensibles au TGF-p, sécrètent des

TGF -P, Irnp Ilquant peut-être ces pept lLies Lians un mecamsme de regu latlOn
autocrme de la croIssance et de la differenclatlOn des tISSUS embryonnaires



40

Dans de nombreuses ce ]Jules embryonnaires, précoces (ostéocytes
perlchandraux-osteocytes Imp llques dans l'assi flcat lOn mtramembranal re,
reglOn submuqueuse de l'intestin en développement), les ARNm T6F -p 1 et la
protéine sont co-localisés, renforçant l'hypothèse d'action autocrine. Dans
le cas de tissus plus differencles avec composants eplthélial et
mesenchymateux (germe des (jents ou follIcules plIeux du museau en
(jeve loppemenO, les ARNm TGF -~ 1 sont exprImés dans le composant éplthe Ilal
alors que la proteme est locallsee dans les elements mésenchymateux sous­
Jacents Une Interpretat IOn slmp Ilste est que le TGF -~ 1 est synthêt lse par les
ce Ilu les epl the lIa les de ces t lSSUS, secrete et loca lIse dans le mésenchyme SI
le TGF-p 1 est synthetlse sous forme latente, 11 est posslble que le TGF-6!
latent QU1SSe se fixer aux cellules mesenchymateuses vIa un sIte de flxatlon
héparine ou via la séquence intégrine de reconnaissance cellulaire ARG-GL'y'-ASP
(RGD) présente sur la LAP et la TGF-61-BP

Les résultats de J'étude de Heine et. coll. (1987, 71) sur l'embrvon de
souris en liéveloppement, démontrent. clairement que le TGF-p 1 est localisé
non seulement de façon spatiale rIlais aussi temporelle, en corrélation avec
les événements rnorpllogénétiques et histogénétiques, spécifiques.

3.7 Mécanismes d'action biochimiques

Des effets communs à d'autres facteurs de croIssance comme la
stimulation de la consommatIOn de glucose, le transport augmenté des aCIdes
amines et la stimulation de la synthese des prostaglandmes et de j'actlne
cytoplasrY)1que ne sont donc pas specifIques du T6F-p La modulation de
l'expresslOn de recepteurs pour d'autres facteurs de croIssance et hormones
sernb le spéc 1fique de la cellule exam inée et en relation avec son mode d'aet ion
sur cette cellule.

Le TGF -p interfère avec di ffét-ents rn itoqènes inc luant PD6F, E6F, FGF
et 16F suggérant que l'interférence se situe au niveau du rllessage tie ces
récepteurs, En effet, ces récepteurs sont des tyrosine kinases dont l'activité
est stimulée par la fixation du ligand spécifique, Or, une telle activité n'a pu
être démontrée pour les récepteurs TGF-Il.

L'étude des effets du TGF-p sur d'autres signaux intra-cellulaires le
distingue des autres facteurs de croissance liés à une activité tyrosine kinase.
Pour les fibroblastes d'embryon de souris AKR-28, le TGF-p entraine un délai
dans la mitose, supposée être sous la médiation de j'induction d'ARNm c-s/set
sécrétion de proteines PDGF-like. Les gènes c-mycet c-(osrégulés par le PDGF
sont aussi induits avec des cinétiques retardées par le TGF-p.

Pour ce qui concerne les cellules AKR-2B, plusieurs points impliquent, à
J'évidence, une "GTP-bindlng protein" dans la réponse mltogénlque Induite par Je
TGF-p (Murthy et coll. 1988, 129) :
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- il "l a inhibition de cette action mitogénique par la toxjne pertussique
connue pour bloquer le slgnal de transduction à médiation récepteur par
ADP-rlbosylatlon de la sous unite alpha de certaines proteines (;

- le TGF-p stimule l'activité lJTPase membranaJrt:'
- II Ya réductlOn de l'affinité du TGF-p dans sa fixation aux récepteurs

par la GppNHp connue pour dissocler les protéines G

Cette dernlere observat lOn demontre l'èvldence d'une association
fonctionnelle entre une protéine 6 et le récepteur T6F-P malS plallie
contr'e un effet Indwect de la toxine pertusslque sur les peptldes PDGF-Ilke
D'ai l1eurs, Howe et coll 1990 (78) pensent que j'associatlOn entre la fixation au
cie TGF-p récepteur et l'activation d'une protéine Gest nécessaire à l'inhibition
de la croissance des cellules epitrléliales CCL64.

Lé résultat final de l'action du TGF-6 sur les cellules cible est la
rnodi f ication du prof i1 de sa transuiQt ion. La transcript ion de nombreux qènes
est augmentée ou diminuée (selon le gène examiné) avec augmentation et/ou
stabi 1isat ion du taux d'ARNm, effet sur promoteur: facteurs de croissance
(auto-induction du TGF-PJ) et récepteurs, proto-oncogènes nucléaires,
enzyrnes impliquées dans la synthèse de l'ADN, ImplIcation du système rnatrice
extra-cel1ulalre (gènes du collagène alpha 2 (1), fibronectlne, coJlagénase et
TIMP).

Il est a noter que le TGF-p pourralt être un médiateur potentiel de
l'action des rétinoïdes et des stéroïdes. En effet, des resultats
prellmlnalreS indIquent que l'actlOn de molécules de petlt pOlds moléculalre
comme les rétinoïdes, les esters de phorbo] et les hormones (comrne les
oestro9ènes et la dexarnetl-Iasone) pourrait être sous la rnédiation, au IriOlnS
partielle, du TGF-p :

- les esters de phorbol induisent l'expression d'ARNrn (TGF-p 1) cllez les
cellules de l'épiderme de souris et nGF-p2) chez les kératinocytes en
cul ture

- le tamoxifene induit la sécrétion de TGF-p2 chez les cellules de
carcinome prostatique, humajn PC-3 (Ikeda et coll. 1987,82)

- les oestrogènes induisent l'expression d'ARNm TGF-p 1chez les cellules
d'ostéosarcome humain HOS TE85 (Komrn et co II. 1988, 99)

- le tamoxifene et le TGF-p 1 inhibent la croissance de cellules de cancer
<-iu seIn (l'J(.-F7, pat' exemple) (Knabbe et coll, 1987,97)

- les oestrogènes et le TGF-p 1 mduisent la syntllèse de collagène chez les
cellules osseuses (Komm et coll. 1988,99)

- l'acide retinoique et le TGF-p inhibent la prolifération de diverses
cellules épi thél laIes (Roberts et Sporn 1984, 148)
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3.8 Rôles dans les processus physiologiques et pathologiques

Les actlOns concertées du TGF-~ sur de nombreux types cel1ulalres
imp11Ques dans l'état inflammatoire et la réparation tissulaire ainsi que dans
des processus patho1og1Ques comme la carcmogenese demontrent blen la
mu1tHonctlonnalité de ce facteur de crOlssance (Roberts et coll 1988,
1061) En effet, il régule beaucoup de processus communs à la
réparation tissulaire et à l'état pathologique comme l'anglOgénèse, le
chimiotactisme, la prolifération fibroblastiques et le contrôle de la synthèse et
la dégradation des protéines de la matrice. De plus, ces types cellulaires
peuvent synthét iser du TGF-p.

3.8.1 les processus de cicatrisation

La presence de quantltes relativement elevées de TGF-p dans les
plaquettes et le tiSSU osseux implique cette protéine dans la réparation des
tissus mous (chimlOtactlsmE\ activatlOn des monocytes/macrophages,
suppresslOn de l'lInmunlte cellulalre ) aussI bien que dans le remodelage et
la réparation des tissus durs (processus cités pour les tissus mous avec
des effets plus spécifiques cornrne la suppression de la différenciation (les
ûstéoclastes et stlmulation de la prolifération des ostéoblastes et de leurs
fonctions). Les actions du TGF-p, prises de façon individuelle, sont classées
stimulatrices ou inhibitrices mais il est certain qu'il existe une balance
des effets et une synergie de ces effets pour accroitre l'efficacité de la
combinaison cicatrisation et remodelage tissulaIre. D'ailleurs, de nombreux
mécanismes se sont développés pour étendre les actions du TGF-p dans ces
processus, Aprés le relargage des granules alpha plaquettalres, d'autres types
cellulaires impliqués comme les macrophages activés, les lymphocytes, les
flbrob lastes) les cellules musculalres l1sses et les ostéoblastes peuvent
secreter du TGF-p De plus) le TGF-6 possede la proprlete d'auto-mdulCe sa
propre synthèse chez les macrophages) les lymphocytes et les fIbroblastes Cecl
pourralt servir a soutenlr ses actlOns (PlerH7> et coll 1989, 140) Il est aUSSl
posslble d'evoquer les mecanlsmes (j'actlvatlOn/desactlvatlon du TGF-~ au sIte
(je dommage ' le mIcro-enVironnement aCIde/proteolytIque a proXImIte ejes
macrophages actlves pourrait favorlspr l'activatIOn du TGF-6, alors que l'exces
seralt capte par l'a2-macroglobulme Il est a noter que l'inJectlOn locale) .I,n

V/VC1 de TGF-p peut initier la cascade des évènements caractéristiques
de la cicatrisation et ceci de façon réversible

Contrairement a l'adulte ou les fibres de collagene sont le support de la
Clcatrlsat 1011, le foetus cIcatrise sans CicatrIce (pas d'état mf lammatolre aIgu,
faible participation des fibroblastes et matrice de type protéoglycan plutôt que
collaqène) (De Palma et coll. 1987, 44). Ceci suqqère que la cicatrisation

~ .. ' ...

foetale implique d'autr-es rnécanisrnes indépendants de la participation du TGF-p
ou que d'autres formes de TGF-~ y sont impliquées,
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Pour ce qui concerne la réparation osseuse, le TGF-p joue certainement
aussi, un rôle important puisque les caractéristiques tissulaires mimant les
étapes initiales de la cicatrisation sont observées. Puis, Intervient le processus
de mlnéralisation mimant la formation embryonnaire du tissus osseux

3.8.2 Carclnogénèse et autres pathologles proHfératlves

Théoriquement. la carcinogénèse pourrait résulter de la perte
de la sensibl1ité des cel1ules aux facteurs de croissance inhibiteurs
Qui normalement contrôlent leur croissance et diminuent leur
sensibilité aux mitogènes autocrlnes (Sporn et Roberts 1985, 172),

Il n'est pas évident que le TGF-p contrôle la croissance de cellules
épithéliales ou lymphoïdes, Pourtant, de nombreuses cellules transformées
comme des kératinocytes, des hepatocytes, des cellules de carcinome
bronchIque, des cellules de carcinome squameux, des cellules leucemiques et de
rt?tmoblastome ne sont plus inhibees par le TGF-p

Dans un seul exemple, la perte de la sensibilité au TGF-~ est basée sur la
perte des mécanismes d'activation du TGF-p latent. Il s'agit du carcinome
pulmonaire rlumain A549 pour lequel, les cellules sont prolifératives malgré une
sécrétion substancielle de TGF-p latent. Si le TGF-p du milieu conditioné de ces
cellules est activé (par acidification, par exemple), il y a inhibition de
crOIssance

Dans d'autres cas comme les cellules dE' phéochromocytome de rat PC 12,
(Je retmoblastome humam et de plUSIeurs leucermes, 11 y a corr'elatlOn entre
cette pene de senSIbIlite au TGF-6 et l'absence de recepteur TGF-ll

BIE'n qUE' pIUSIE'UrS cellules tumorales sécretent du Tf3F -p malS aIent
perdu la capacité de réponse à cette protéine, 11 a été postulé Que le TGF-p
pourrait stimuler la croissance tumorale via des effets paracrines
sur les éléments du stroma tumoral, Comme dans le tissu granuleux
clcatr1clel, ce stroma tumoral est caractérisé par un Influx de cellules
inf lamrnatoires, une néovascularisat ion et synthèse de tissu conJonct i f (Dvorak
1986,49), Sécrétant continuellement du TGF-6, la tumeur pourrait utiliser les
mécanismes réparateurs, naturels de J'hôte pour promouvoir sa propre
cr-oissance et affaiblir la surveillance immunologigue (état irnrnunodépressif
des patients atteints de gliomes), Torre-Arnione et coll. (1990) 183) ont
démontré que la tranfection d'un ADNe TGF-p 1 à des cellules tumorales
fortement immunoqènes leur a permis d'échapper à la survei 1lance
lmmunO]oglque des souris contamInées.

L'ImplicatIon du TGF-~ dans J'élaboratIon de tIssu conJonct1t (par le
contrôle de la synthèse des protéines de la matrice et de la protéolyse) permet
de prédire que l'expression abérrante de ce facteur de croissance pourrait être
aSSOClee à de nombreuses pathologies du tissu conjonctif comme les
cheloldes, la clrrl1ose, l'athérosclérose, la fIbrose pulmonalCe, la sclerose du
derme et. J'arthrite rhumatoïde (Sporn et Roberts 1986, 173)
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Des résultats pré1im inaires ont montré un taux de TGF -p élevé dans le
liquide synovial de patients atteints d'artrlrite rrlumatoïde, Bien que le TGF-p nE'
soit pas mitoqène pour les synoviocytes, il pourrait jouer un rôle dans les. .

aspects réparateurs de la maladie incluant la fibrose et la formation de
cicatrices (Anen et coll. 1990, n

Dans la vltrorétinopathle prolifératlve (PVR)) une pathologIe flbrotique de
l'oeIl, il existe une forte corrélation entre le taux de TGF-p2 du liquide vltreux
et la sévérlté de la maladie,

Un mode1e experlmental de glomerulonèphrite proliferatlVe) mesanglale,
algue a permIs de demontrer que cette patholo91e (mflammatlOn du rem avec
accumulation de rnatrice extracellulaire dans les glomérules endommagés) est
associée à une production et une actiVIté de TGF-p 1 augmentées et que
l'admmlstratlOn d'antIcorps antl-TGF-pl (au moment de j'mductlOn de la
maladIe) supprIme l'augmentat IOn de productlOn de matnee extracellulawe et
diminue fortement les manifestations histologiques de la pattlologie. Il s'agit
lionc d'un exemple d'implicatIOn probable du TGF-p dans les pathologlès
glomérulalres llumames et peut-être, dans d'autres pattlologles où la fibrose est
liéu i te (Border et coll. 1990, 14).

3.9 Applications thérapeutiques potentielles du TGF-p

Deux domaines d'applications thérapeutiques majeures sont envisagés:

- la réparation des tissus mous et durs
- la thérapie immunodépressive

Des applIcatIOns locales de TGF-p, m VIV(), ctlez l'amtllal lie lal)oratolt'e,
ont demontre leur effIcacité dans les processus de cicatrisation (Sport! et
coll. 1983, 171; Lawr-ence et coll. 1985, 106; t""lustoe et coll. 1987, 130: Brown
et coll. 1988, 17, Srniddv et coll. 1989, 170) et ces résultats laissent présager
une réelle application trlérapeutique aprés la mise au point d'un système de
dé) ivrance approprié,

Pour ce qUi concerne la réparatIon du tissus osseux et du cartilage, il est
encore trop tôt pour s'avancer quant a l'appllcatlOn thérapeutique. Le rôle du
HJF-~ dans la reparation, ln VWO" de cartIlage ou de tissu osseux n'est pas
encore ec laJrci et pourrait dependre de l'uti 1isation sImultanee d'autres
facteurs de croIssance (notamment les BMP, membres, elles aUSSI, de la famIlle
TGF-~)

La suppression ou plutôt la diminution de l'intensité de la
réponse immunitaire const i tue l'autl-e appl ication tl-lérapeutique patent ie Ile
du TGF-p, notarnment dans la prévention des phénomènes de rejet lors de
transplantation. Le TGF-p 1est cent mille fois plus efficace que la cyclosporine
A (sur une base de comparaison moléculaire).
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EnfIn, dans le futur, la régénération des tissus musculaire (Infarctus
du myocarde) et nerveux (accélération de la regeneratlon des nerfs
rerlpherlques) pourrait être exrloree

3.10 But du travai 1

Notre travail avait pour but la mise au point d'une technique de
purification du transforming growth factor-beta 1 (TGF-p 1) dans
l'optique d'un scrlema de purification plus global des facteurs de croissance
humains, d'origine plaquettaire. Les "impératifs" de la méthode de purification
se situaient dans la simplicité (au sens propre et dans l'optique de
sophistication restreinte mais efficace)} la rapidité et la tranférabilité à plus
grande éche Il e.

La methotie de purifIcatIOn décrIte par Assolan et coll (1983,6) fut une
base de travai 1dans cette recherche.

En France, les centt-es de transfusion sanguine sont seuls habilités à
préparer les concentrés plaquettalres humains. Leur validité d'utilisation
est d'une durée de cinq Jours. Passé ce laps de temps, ils sont détruits. Or, les
plaquettes sont une source naturelle privilégiée de facteurs de
croissance, très intéressante pour leur purIfication potentielle. Les relations
prlvi légiées eXIstant entre le C.RTS Nancy-brabols et l'unité INSERM 284
"InstrumentatIOn avancee et réactIfs" ont conduIt a envIsager cette purlflcatlon
dans un but de "valorisation" des concentrés périmés, inutilisés pour la
production de réactifs (protéine-réactif, anticorps poly- ou rnonoclonaux
correspondants et mise au point de milieux de culture cellulaire de composition
définie).
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MATER1ELS ET METHODES

Tous les pr~O(jU1ts chlrmques, (j'usage courant, provlennent prlnclpalement
de trois fournIsseurs sauf except ions ment ionnées :

- Prûlabo (Paris, France)
- MercI< (Darmstadt, Deutsch1and)
- Sigma (Saint Louis, MO, USA)

1 Méthodes de dosage du TGF -p 1

1. 1 Les facteurs de croissance

Le TGF-p 1humaln d'orlglne plaquettawe dont la pureté> 97% (séquence N
termlnale et SOS-PAGE avec coloratlOn argentIque) provlent de R &. D Systems
(l''linneapolis, r"lN, USA), La reconstitution du produit lyophilisé (échantillon de
l1L9, conservé à -20°C) est réalisée par addjtion de 0.1 ml d'acétonitrile (ou
propanol) 25% - TFA 0,1 % dans le flacon de conditionnement prévu à cet effet.
Aprés une demi t-leure à ternpérature ambiante, 0,9 ml d'HCI 4 mt"l - BSA 1 mg/l'nI
stériles sont ajoutés (une demi heure à température ambiante), La préparation
1000 ng TGF-p l/ml (40000 pM) stable environ un mois, si conservée à 4°C, est
de préférence échantillonnée en récIpients plastIque (polypropylène de
préférence) et congelée à -20°C. Il est préférable de ne pas congeler/décongeler
le TGF-p. Cette préparatlon de TGF-p 1humain d'origine plaquettalre est utilisée
comme étalon dans les dIfférents dosages utilIsés (la figure 3 représente la
notIce accompagnant ce type d'échantillon).

L'EGF (100 ILg) purifié à part il' de glandes sous-maxillaires de souris
(Sigma, tissue culture grade) est reconstitué par addItion de 10 ml de tampon
PBS stérile (formule de Dulbecco: KCI 2,7 mM, KH2P04 1,5 mM, NaCl 136J9 mM,
Na2HP04 8,1 mM, pH 7,4), La préparation 10 Ilg EGFlm 1 est échantl Ilonnée et
conservée à -20°C pendant plusieurs mois en évitant de la congeler/décongeler.

Activation du TGF-p 1 latent

Dans le cas de fractlons obtenues et conservees a pH neutre, j 1 est
neeessalre d'aet l'leI', If) v/Irq le TGF -p 1 latent avant de procéder a sa
quant itï cal. lOn

Un volume de 100 ILl d'echantillon est acidifie par addition de 25 ILl d'Hel
0,6 N en présence de 50 ILl de B5A 4 mg/ml pendant 30 min à température
ambIante, Aprés neutralIsation par additIon de 25 III de NaOH 0,6 N, l'échantillon
contient NaCl 0,15 Met BSA 1mg/ml exogènes.
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TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA
(from human platelets)

Righly purified TGF-,B is an extremely hydrophobie protein that adheres
strongly to surfaces, even siliconized glass and plastic. To ensure recovery,
TGF-,B is ordinarily lyophilized asepticaUy in the presence of high-grade bovine
serum albumin (50 MS BSA/M TGF-,B) (Cat. No. 100-B). Upon special re­
quest, TGF-,B can be supplied free of carrier protein (Cat. No. lOO-B/CF).
When supplied without carrier protein, quantitative recovery is difficult. For
iodination, we recommend that the reaction be carried out in the vials in which
TGF-,B is shipped. Essentially quantitative recoveries can be obtained by ex­
tracting the vial with solutions containing solvents (e.g., 25% acetonitrile - 0.1%
TFA or 25% propanol - 0.1% TFA) or detergents (e.g., 0.01% Triton X-IOO).
Extraction with 4 mM RCL will extract most of the TGF-,B but recovery will
not be quantitative.

Lyophilized samples of TGF-,B are stable for extended periods when stored
:tt. -20°(;. Pr",parations containing carrier BSA sholl!d be rer.()mtituted in sm Ill!
volumes of 4 mM ReL containing 1 mg/ml BSA (0.5 - 1.0 ml//Lg of TGF-,B)
before being diluted t,o the final desired concentrations with medium or buffer.
After reconstitution, samples should be stored at 4°e. TGF-,B is stable under a
wide variety of conditions, but is inactivated by reduction. Purified preparations
of TGF-,B have an approximate ED GO of l ng/ml for the stimulation of colony
formation of AKR-2B (clone 84A) cells in soft agar. For NRK cells (clone
49F), the EDso for stimulation of colony formation in soft agar is in the range
of 0.1 - 0.2 ngs / ml. These values should only be taken as guidelines for
initial experiments since responses to this growth factor will vary depending on
conditions and the type of ceU being studied.

This product is to be used for research purposes only.

Figure 3 Notice accompagnant un échantillon de TGF-pl humain
d'origine plaQuettaire CR & 0 Systems, Minneapolis, MN, USA).
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1.2.Culture cellulaire

rV!llleux (je culture - serum de veau - addItIfs - trYPsIne

Le n,iljeu de culture de base est le rnilieu d'Earle rnodHlé par Dulbecco
(Df'1Ef-1) préparé à partir de poudr-e (Serorned-lnterTned, Noisy le Grand, France)
reconstituée avec de l'eau bidistillée avec addition de bicarbonate de sodium
(Sigma, tissue culture grade) 3,7 gll, L-glutamine 584 mgll (Sigma, tissue
culture grade), pénicilline G 105 UI/l - steptomycine 0,1 g/l (Diamant, Puteaux,
France), Après acidification par un Jet de C02 et filtration stérnisante sur
membrane 0,22 \-lm (Millipack Millipore, Bedford, ~1A, USA), le milieu est
conservé à J'obscurité et à 4°(, La L-glutarnine est ajoutée aux milieux de
culture utilisés tous les 15 jours,

Tout le matériel pJastique de culture ce Ilulaire, stéri le prOVlent de
Costar (Cambridge, i"lA., USA') sauf exceptions mentIOnnées. Les manIpulatIOns
sterIles sont reallsees sous hotte a flux lammalre (classe 100, Sercoflux, Le
Vaudoué, France)

Le sérum de veau foetal (SVF, Serorned-lntermed, lot 50113) ou sérum de
veau nouveau né (SVNN, Gibco BRL, Paisley, Scotland) sont inactivés par
chauffage à 56 oC pendant 30 min, puis filtrés sur membrane 0,22 \-lm (Costar) et
conservés à 4°(,

La trypsine est une solution a 2,5% en PBS sans calcium et magnéSIum
Œoehrlnger, MannheIm, Deutschland)

Le decollage des cellules adhérentes par la trypsine est reallse
généralement au stade subconfluent pour effectuer un passage de la culture. Un
"rlnçage" (1 mllflacon 25 cm 2 ou 3 mil flacon 75 cm2) du tapIs cellulawe et
J'incuL)ation du flacon de culture à 3rC pendant quelques minutes (dépendant du
type cellulaIre) suffisent à effectuer cette opération, L'action de l'enzyrne est
stoppée par additîon de milieu cornplet froid et il est possible de faire un lavage
facultatif de la suspension cenulaire (centrifugation en tube conique, 800 g, 10
min, 20°C), Un passage de la culture est alors réalisé (1! 10 ou 1/20) une à trois
fois par semaine, ceci dépendant du type cellulaire.

L'tncubatlon est reallsée dans une etuve 5% C02 - atmosphère t)I.Jn'lt1e ­
3rc (ASSAS, Flol)IO, c.ourbevole, France)

Conservat ion des 1ignées ce nulaires

- Congé lat ion
Une solution froide de DMSO (Sigma) à 10% en sérum de veau, préparée

extemporanément, est ajoutée, goutte à goutte, à une suspension cellulaire à
environ 107 ce lIules/rn1 en sérum de veau, sur un bain de glace pilée, La
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préparation est répartie en échantillons (1,8 ml) en cryotubes Nalgen 2 ml
(Nalge, Rochester, NY, USA). Les tubes sont alors congeles le plus lentement
pOSSIble (bolte de polystyrene) a -70°C) puis conservés en azote lIquide

- Décongé 1at IOn
Un cryotube est rapidement décongelé au bain marie à 37°c.. Son contenu

est transféré dans un tube 50 ml conique contenant environ 30 ml de milieu
addi t ionné de 10% de serum de veau. Camp lété à un va lume de 50 ml, le tube est
centrifugé à 800 g pendant 10 min à 20°(, Le culot lavé est délicatement remis
en suspension avec du milieu complet (numération en cellule de Thoma, avec
test de viabilité au bleu trypan facultatif pour vérifier la qualité des cellules
congelees) et les cellules sont mises en culture.

1.3 Induction de la croissance de cellules NRK-49F en agar
sem j -so Jide

La lignée de fibroblastes normaux de rein de rat, clone 49F (NRK-49F)
nous a été généreusement donnée par Messieurs les Docteurs P. Jul1 ien et D.A.
Lawrence de l'Institut Curie d'Orsay.
Ces cellules NRf<-49F sont cultIVées, de façon courante) en DMEf"l 10% de SVNN
El les ne t10lvent JamaIs arrIver au stade (je la conf luence sous peme t1e
compromettre la validité du test et dix à quinze passages sont généralement
effectués.

Réactifs:

- solution autoclavée d'agar Noble (Difco ,Detroit, MI, USA) 1,8% en
eau bidistll1ee

- m111 eu DI'-'IEM 2 Xprepare a pan il' de mII eu 1iqu1de concentré 10 X
avec L-glutamine (Gibco BRU et additîonné de bicarbonate de
sodIum 2 X3,7 g/l et antIbIotIques (2 X 105 Ul/l de pénICIlline Get
2 X0,1 g/l de streptomycine, pH ajusté avec NaOH 1N

- SVF Ser'omed-Interrned (lot. S0113)
- rn il jeu camp let DME~1 Ion SVF
- solution d'EGF 5 ng/ml en rnlleu cornplet
- solution de fixatIon: glutardlaldéhyde 250 mM - dlméthylarslnate

de sodium 70mM

Ce test est base sur l'induction par le TGF-p) en presence d'EGF, de la
croIssance "anchorage independent" (formation de colOnies cellulaires) de
cellules normales en milIeu agar seml-solide La technique utllisee est inspiree
de Lawt'ence et co 11. (1984, 104).

Un volurne de 2,5 rill d'une préparation nutritive (réalisée
extemporanément et maintenue au bain marie à 43°C) composée de miJeu DMEM 1
X, SVF 10n, agar 0,5% est rapidement coulé au fond d'une boite de Pétri 35 mm
de diamètre (Cornlng, Cornlng, NY, USA), Les boites fermées sont laissées pour
solidification 15 min à 4°C et 15 min à température ambiante. Pendant ce
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temps, les cel1ules non confluentes sont décol1ées par la trypsine, aprés
élImination du milieu et de l'excédent de solution trYPslque, pendant environ 5
mm a 37°C Cinq ml de mileu complet sont ajoutés et la suspensIon est passee a
deux reprIses au travers d'une algui lIe à JnjectlOn hypodermlque 26 G X 1/2"
(0,45 X 12 mm ; 12 - 4,5), à l'aide d'une seringue de 10 m1. Une numérat ion avec
test de viabilité au bleu trypan est réalisée en cellule de Thoma. Les cellules
sont ajoutées, au dernier moment, à une préparation nutritive (43°C) de milieu
DMEM 1X, SVF 10%, agar 0,3%, Un volume de 1 ml de ce mélange contenant 7500
cellules est rapidement déposé au centre de la boite, sur la couche nourricière.
La solidification est réalisée à température ambiante (boites fermées). Six à
huit boites sont disposées dans une grande boite de Pétri carree (120 mm)
contenant en son centre, une balte 35 mm ouverte, rempile d'eau dIstIllée
(chambre hun)](jel Les echantillons TGF-p (gamme d'étalonnage et essaIs) a
tester peuvent alors être déposés a la surface du milieu seml-sollde Le volume
usue1est de 1ml (0,5 ml de la di lut jon de l'échant il Ion en mil jeu complet et 0,5
ml d'une solution d'EGF 5 ng/rnl également en rnileu complet). Les grandes
boites sont alors placées en incubation 3rC, 5% C02. Au quatrième Jour, une
boite témoin positif peut être observée. L'incubation totale dure quatorze Jours,

A ce stade, les boites sont placées environ 1 h à 4°C puis J ml d'une
solution de fixation est déposé à la surface du milieu semi-solide. Aprés
environ J h (à plusieurs jours), les colonies cellulaires de diamètre supérieur à
60 ~m sont comptées sur une surface définie.. au microscope avec gri Ile
mlcrométrique, oculaire, quadril1ée ou mieux, à l'aide d'un compteur-analyseur
d'Image Les comptages ont ete realisès sur un prototype du Centre antI­
cancéreux AleXIS Vautrln de Nancy-Brabois (f"lonsleur le Docteur C Marct,al),
déve loppé en collaborat ion avec le laboratoire d'informatique et d'électronique
de Nancy (L.I.E.N., r-1essieurs les ProfesseUl~s A. Tosser et G. Prieul-). L'appareil
piloté par ordinateur (PCAT compatible, Compaq 386 S), effectue douze
scrutat ions ( analyse d'image dig1talisée par module Matrox PI P 1024) par boite
soit environ 60% de la surface totale puis, par extrapolation, calcule le nombre
total d'éléments (seuil de comptage définI) pour la surface totale (9,6 cm2),

Une gamme de TGF -p 1 CR & D Systems) 0,05 à 5 nglm1(2 à 200 pM) est
réalisée ainsi que des témoins négatifs sans TGF-p 1 et sans EGF. Une courbe
d'êta lonnage est alors tracée . Nombre de colonies ce 11ulaires comptées (9,6
crn 2) en fonction de la concentl~ation en TGF-~ 1,

Le nombre de boites par essai dépend de l'objectif de la quantification de
l'act ivi té bio logique (une bol te par essai pour un t itraqe de six di lutions et deux- .
ou trois boites par essai pour une quantification).

Il est possible de réaliser ce test en plaque vingt quatre puits LinDro
(Flow Laboratorles) 1rvme Ayrshire, Scot land) en adaptant les paramétres à la
surface des puits (2 cm 2). Cette méthode est très utile pour tester} par
exemple, de nombreuses fractions chromatographlques, Le comptage est alors
effectué "manuellement" sous mIcroscope
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t.4 FIxatIon compétitIve de TGF-pt radlomarQué au récepteur
ce llulaire

Cette méthode de dosage du TGF-p 1 est basée sur la compétition entre le
1igand radiomarqué (concentration fixe de 1251-TGF -p 1) et le 1igand froid
(concentr'ation variable de TGF-p 1) pour- leur fixation à des r-écepteurs
cellulaires spéci fiQues,

1.4. t RadiomarQuage du TGF -p t

Réactifs:

- solution d'acétonitrlle 25% - TFA 0,1 %
- tampon phosphate de sodIum 1,5 M, pH l,5
- iodure de sodium radioactif (Na 1251; 3) GBq ou 100 mCi 1251/ml,

,A,mersham, BuckmghamshJre, England)
- sa lut ion de chloramlne T 100 ~g/m 1en tampon phosphate de sodIum
- solution de N-acètyltyroslne 50 mtvi
- 50 lut lOti ti' Iodure de potassIUm 60 mf"l
- solution d'ur-ée 201'1 en acide acétique 1f""l
- so lutîon d'HC] 4 rnr1, NaCI 75 mit BSA 1rng/m 1
- solution de TCA 20%

La méthode de choix pour le radiomarquage du TGF-p 1par J'iode 125 est la
méthode à la chloramine T décrite par Frolik et coll. (1984,59),

Un échantillon de 1 ~g de TGF-p 1 humain d'origine plaquettaire CR & 0
Systems) sans BSA est reconstitué avec 10 ~1 d'acétonitri le 25% - TFA 0,1 %. Dix
~l de tampon pllosphate de sodium sont ajoutés (dans le flacon de
conditionnement) alnsi que 4 ~l d'iodure de sodium radioactif, Pour initier la
reactlOn (température ambIante), 5 ~l tfune solutlOn de chloramme T sont
ajoutes sous bonne agltatlOn (à l'aIde t1'Un mler'o-barreau prévu à cet effeU
Apres 2 mIn, 5 ~I sont encore adtlltlOnes amSl qu'apres 1,5 mm Enfin, apres 1
mm, 20 ~I d'une solutIOn de N-acetyltyrosine, 200 ~l d'iodure de potasslUm et
200 ~l d'urée stoppent la réaction de marquage. Aprés 2 à 5 min, l'échanti lIon
est dépose sur une colonne, prête à l'emploi, de filtration sur gel PD-lO
(Sephadex G-25 tvl, 1,5 X 5 cm, Pharmacia LI<B Biotechnology, Uppsala, Sweden)
equll1bree en solutlOn HCI 4 mM, NaCI 75 mt'"'l, BSA 1 mg/ml L'élutlOn est
t'éaljsée par gravité avec la même solutlon, Des fractions d'environ 0,5 ml sont
collectées en tubes plastique (polypropylène). Un échantillon de 1 ~l de chaque
tube est compté avec un compteur y (Kontron MR 252, Zurich, Switzerland), La
preparatlOn est conservée a4°C (ou congelée à -20°C) avec une activité de 2200
a 2960 kBq/m 1 (60 à 80 ~Ci/m l) La precipltlOn au TCA 15% est également
verifiée: 0,2 ml de TGF-p 1radiomarqué, dilué sont additionnés de 0,6 ml de TCA
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20% froid. Après incubatlon pendant 20 min sur un baln de glace, le tube
eppendorf est centrIfugé à 2500 g pendant 5 min et un volume de 0,5 ml du
surnageant est compte.

1.4.2 Préparation des plaques de dosage

Réactifs.

- solution de gélatine (Sigma, USA) 0,1 %en acide acétique 1M
-milieuDMEM,BSA 1mg/ml

Les cellules utIlIsées dans ce test sont les lIgnées NRK-49F et A549
(carcinome de poumon humain, American Type Cul ture Co 11ect ion, Rockvi lie, Iv lD,
USA). Elles sont cult ivées de façon courante en mil ieu Df'1E1'"1 1oro de SVF,

Une plaque vinqt quatre puits ((ostar) est revêtue de qélatine (0,5 ml)- "

pendant 3 h à température ambiante (facultatif pour la lignée A549). Aprés deux
lavages avec du tampon PBS et un lavage avec du milieu DME~1, environ 105
ce lIules/O,S mIsant mises en culture dans du m11 ieu DMEM 10% SVF pendant 24
h, presque jusqu'à confluence.

Pour ce qui concerne les cellules NRK-49F, une incubation additionnelle
avec du mlIIN! DfvlEM - B5A durant une nuit. est réalisée alors que pour les
ce' Iules A549, il s'agit d'un lavage d'une heure à température arnblZlnte sous
agitatlon douce avec le tampon de fixatlon

1.4.3 Dosage

Réactifs:

- tampon de fixatIon NRI<' PBS, CaCI2 1,2 mM,. MgC!2 1,2 mfvl, HEPES
25 rnf1} B5A. 1rng/m l} pH 7,4

- tarnpon de flxatlon A549' rmllNI DMEf'"1 sans bIcarbonate, HEPES 25
mIt B5A 1rng/rn 1, pH 7,4

- tampon de solubi 1isation : Triton X-100 1n, glycérol 1oro, BSA 0,1
mg/ml, HEPES 20 m~1, pH 7,4

Un volume de 0,2 ml de tampon de fixation contenant 0,625 ng/ml (25 pM)
de TGF -~ 1radiomarqué et les di lut ions de TGF -~ 1 froid à doser est incubé sous
agitation douce:

- 3 h à 4°C pour les cellules NRK-49F
- 2 fi a température amblante pour les cellules A549

Une garnrne d'étalonnage de TGF-p 1 froid (R & 0 Systems) J,25 à 20 ng/rnl
(50 à 800 pM) est réalisée amsi qU'un témoin TGF-p J froid 200 ng/ml (8000 pM)
permettant de détermmer la flxatlOn non spéclfique
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Aprés trois lavages avec le tampon de fixation, la solubilisation (0,5 ml)
est réalisée sous agitation pendant 20 min:

- a 4°C pour les cellules NRK-49F
- à température ambiante pour les cellules AS49

La mesure de la radioactivité est effectuée sur la totalité des 0,5 ml de
solubilisant et une courbe d'étalonnage: Radioactivité (cpm) en fonction de la
concentration de TGF-p 1 froid est alors tracée.

1.5 Inhlb1tlon de l'IncorporatIon de thymIdIne trltlée par
les cellules CCL64

Le TGF-p (formes ~ 1 et p2 équIvalentes) possede la proprlété d'inhiber la
synthèse d',ADN chez 1es cellules eplthe lIa les pulmonaires de vIson (CCL64 ou
~'1V 1Lu) en culture Cette methorje est mspJrée de Cone et coll (1988, 36) et
["llyazono et coll, (1987,124),

Réactifs.

- [rnéthyl - 3H ]-thymidine (Amersham, 37 MBq/ml, 1mCilm])
- solution de TCA sn
- solution de solubilisation: NaOH 1 N, SDS 0,1%
- Hel 1 N
- lIquIde de scintillation' Ready Safe CBeckman, San Ramon, CA,

USA)

La ]ignée CCL64 (f'1v 1Lu) nous a généreusernent été donnée par le Docteur
~(, ~1iyazono (L1CR, Uppsala, Suède), Les cellules sont cultivées de façon courante
en milleu essentiel minimum (MEM avec sels d'Earle, Gibco BRU 10% 5VF,

Environ 105 ce lIules/O,S ml de ~1EM 1% SVF sont incubées (plaque vingt
quatre pui ts) pendant 24 h. Le mj1ieu est changé pour du mlleu DMEM 1% SVF
contenant J'échantillon à tester (TGF-~ 1de la gamme d'étalonnage ou de J'essai).
Aprés 20 h , 7,4 kBq/ml (0,2 ~Ci/mJ) de thymidine tritiée sont ajoutés et
l' incubat ion es t poursu ivie pendant 4 h. Aprés un r jnçage avec du tampon P8S
froid, 0,5 ml de TCA froid sont laissés pendant 20 min. Aprés deux lavages avec
le TCA et un lavaqe avec de J'eau dIstillée froide, une solubilisatIon par additIon
de 0,25 ml de NaOH 1N- SDS 0,1 %est effectuée pendant 20 min, Aprés addltlOn
de 0,25 ml d'une solution d'Hel 0,1 N, l'échantillon est tranféré dans les flacons
(je comptage (Poly Q 18 ml, Beckman) et 4,5 ml de 1iquide scmti lIant (Ready
Safe, Beckman) sont ajoutés La radIOactIvité est mesurée sur compteur ~ (LS
1800 Beckman, Centre antl-cancéreux AleXIS Val/trin) pendant 1min

Une gamme de TGF-p 1 (R & D Systems, 0,05 à 1 ng/ml ou 2 à 40 pt"J)
permet le titrage et la quantification des échant ilIons (courbe d'étalonnage



54

semi-logarithmique : % d'inhibition en fonction du logarithme de la
concentration en TGF-~ 1)

'1 est a noter qU'une adaptation de cette technlque est possible pour un
essai en plaque quatre vingt seIze pUItS) tres uti le pour tester de nombreuses
fract lOns chromatographlques

Les condi t ions du test sont ident jques avec respect du C!"langement
d'echelle de surface (Vingt quatre PUltS) 2 cm2 ; quatre vlngt selze pllltS, 0,32
cm2) Aprés lncubatlOn avec la thymidine trltlee) le surnageant est aspIre et le
tapIs cellulaire lave à troIs reprIse avec du serum physIOlog1que Les cellules
sont decollees par la trypsine (100 ~l/pults! 5 min a 37"0 et asplrees
sOigneusement a l'aide d'un appareIl semI-automatique Harvester Mash Il
Wlicrobiological Associates, Bethesda, CA, USA) sur un filtre en fibres de verre
calibré (J-lasrl Il, = 23-985, grade 934 AH, Whittaker, Walkersville, ~-1D, USA), Le
filtre est lavé une dizaine de fois avec du serum physioloqique) séché à 37"C et
les disques correspondants aux puits sont découpés et transferés en flacons de
comptage (Sampules 7 ml) Wheaton) Millville) NJ) USA), Aprés incubation une
nuit à 37"C avec 0)5 ml de liquide de solubilisation (Soluène 100) Packard)
Downers Grave) IL) USA)) 4)5 ml de llquide SCintillant (Insta-Fluor) Packard)
sont ajoutes et la radioactIvité mesurée

2 Obtention d'anticorps polyclonaux anti-TGF-p

Aprés étude antigénique du monomère de TGF-~ 1 humain, la séquence d'un
peptide synthétique a été choisie et la production d'anticorps polyclonaux
t'éal jsée chez le lapin,

2. J Prédiction d'épitopes continus - Choix de la séquence d'un peptide
synthé t1Que

Van Regenmortel et de Marcillac (1988) 189) ont realisé une évaluation de
huit methoejes de prédIctIOn d'épHopes continus des proteines par étude de leur
structut'e prirnaire :

- hydrophilicités de Hopp et Woods (1981,75)
et Parker et co 11. ( 1986, 137)

- hydrophobicités inversées de Kyte et Doolitt1e (1982, 102)
et Eisenberg et coll, (1984,50)

- feuillet ~ inversé de Garnier et coll, (1978,60)
- acrophil icité de Hopp (1985, 76)
- mobilité de segment de Karplus et Schulz (1985) 91)
- antlgenlcitè de Welling et coll (1985,199)

Ces huit méthodes ont été appliquées à l'étude du TGF-~ 1. La séquence
primaire étudiée est celle décrite par Derynck et coll. (1985, 45), Les échelles
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ont été normalisées à l'échelle d'hydrophilicité de Hopp et Woods, mises à part
celles de Karplus et Schulz qui Incluent l'étude des acides aminés proches
V01SlnS (les résldus ~1(n-3) et C(n-3) terminaux condulsent a une valeur calculee
nu 1] e)

Pour celles-cl, sans alterer la procedure de l1ssage orlglnale, un
programme informatique en langage FORTRAN a été adapté par Monsieur le
Docteur S, Prérnilat du laboratoire de bioplwsiqUè moléculair'e (lJ,A, CNRS n°
494) de la Faculté des Sciences de l'Université de Nancy 1.

Les acides aminés "épitope conUnu" ont été définIs en utilisant un seuil
correspondant à +0,7 fois l'écart type de l'étude statlstique, Selon Van
Regenmortel et de Marcillac, en utilisant ce seuil, les échelles donnant la
mellleure evaluation sont'

- l'rlydrophilicité de Parker et coll. (1986, 137)
-la rnobilité de segment de Karplus et Sctlulz (1985, 91)
- le feuillet ~ inversé de Garnier et coll. (1978.60)

Flanders et cûll, (1988, 54) ont réalisé une étude expérimentale des
anticorps po1yclonaux produits chez le lapin contre plusieurs peptides
synthét iques correspondant à différentes régions du TGF -~,

A l'aide de ces résultats, la séquence du peptide a été choisie ((-91-106)
et la synthèse ainsi que le couplage (bisdiaminobenzidine) â des proteines
porteuses (ovalbumine et BSA) ont été confiées aux Laboratoires Neosystem
(Strasbourg, France), les taux de couplage étant de 25 moles de peptldelmole
d'ovalbumine (conjugué (-91-106-üVA) et 15 moles de peptide/mole de B5A
(conjugué (-91-106-B5A),

Une rechercl,e d'rlomo1oqie de séquence primaIre du peptide (-91-106 a
été réalisée par Interrogation de la banque de données 5wlssPROT grace à
j'aimable collaboration de Messieurs les Docteurs G. Frltz et F, Plewniak de
1'1 NSERM U 184 (Strasbourg>. Le programme ut 11 ise est FA5T,A. (Pearson et
Llpman, 1988, 138)

2.2 Immunisation - Production des antisérums

Quatre lapins (P, (,Set B) Fauves de bourgogne ont été Immunisés (après
une premIère saignée, dite pré-Immune, Plm) avec différentes doses (100 à
1000 I!g) de conjugué (-91-106-0VA (0,5 ml en serum physiologique) en
émulsion 50% adjuvant de Freund (SIgma, complet pour la première
immunisat.ion et incomplet pour les injections suivantes, intramusculaires ou
intradermiques), Les rappels ont été effectués quinze jours (premier rappel, RI)
PU1S une semaine aprés la primO-inJection pendant troIs semaines (premlèr'e
saignée, dite immune, lm l, dix jours aprés R3), Des injections d'entretien ont
été réal Îsées tous les quinze jours:
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- dose complète pendant cinq mois
- demi-dose tous les mois pendant cinq mois
- pept lde non couplé JusQu'a' m29

Un essal de re-JrllrnUnJsatlOn (lm30 a Irn35! avec du TGF-~ 1 natlÎ (TGF-~ 1
apres flJtratlOn sur gel de la méthode neutre) purlfie au laboratoJre, enVlron
100 ng de protéines) a été effectué dans la partie descendante du pic
d' immuni sat ion,

Une cinquantaine de saignées (dont trente correspondant à une
immunisat ion par le peptide (-91-106 conjugué ou non) par entaille
superficielle de la veine marginale de l'oreille (15 à 50 ml de sang sur tube sec)
ont ete réalisees dix à quinze jours après les rappels, Apres coagulation 2 h a
temperature ambiante et une nuit à 4°(, le sang est centrifugé à 3200 g pendant
30 mm a 4°(, le serum recuell1i et répartl est congelé a -80°C:

2.3 Caractérjsatlon des antlsérums

Les antiser'ums ont été caractérisés par détection de J'antigène sur phase
solide en ELISA et immunoblotting et par réaction antigène/anticorps en phase
liquide dans l'1n~libition des propriétés du TGF-p 1 Ir! vitro.

2.3. 1 -Enzyme-l1nked lmmunosorbent assay- (EU SA)

Un contrôle du (jegr'é d'lmrnunJsatlOn (les lapms a éte realisé apres cr\aque
saignée par ELISA sur peptide, Ce test consiste en un système de détection de
l'antigène (Ag) sur prlase solide à trois composantes A, B et ( (ABC) ,

- A: anticorps primaire (Ac) dirigé contre l'antigène (Ag) à détecter
(dans notre cas, le peptide conjugué (-91-1 06-üVA et pour
détecter le TGF-p 1)

- B : anticorps secondaire dIrigé contre l'anticorps A et conjugué à la
biotine (ô-DAR)

- C : peroxydase conjuguee à la streptavidme (HRP-St.Av)

Ag + Ac ---) Ag--Ac
Ag--Ac + B-DAR ---j Ag--Ac--DAR-B
Ag--Ac--DAR-B + StAv-HRP ---> Ag--Ac-:--DAR-BStAv-HRP
Ag--Ac--DAR-BStAv-HRP ---) produit coloré

+

chromogène (TI'1B) + H2()2

Réactifs:

- tampon de revêtement. bicarbonate de sodIum 35 m~1, carbonate de
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sodium 15 mM, pH 9,6
- solutlOn mère de peptide C-91-106 lmglml en eau dlstil1ee
- 1ait écreme reconst 1tué
- tampon de lavage' PBS, tween-20 0,05%
- dilutions décimales de l'antiserum de lapin anti-C-91-lû6-0VA

dans du lait
- anticorps immunopurifiés, biotinylés d'âne anti-lgG de lapin

(B-DAR, Amersham) dilués au 1/1000 dans du lait
- péroxydase de raifort conjuguée à la streptavidine (HRP-5tAv,

Zymed, South San Francisco, CA, USA) diluèe au 1/1000 en tampon
de lavage

- tampon de revelatlOn' acetate de sodIum 140 mM, cltrate de
sodium 100 ml"l, pH 6 (solution d'acétate de sodium 60 mf"l ajustée
à pH 6 par addition d'acide citrique 100 rnl'1

- so lut ion mère de TMB à 1%en DI1S0 conservée en échant i ]jons
." <O°CCl -J

- substrat de révélatlon : 3, 3', 5, S' tetramethylbenzldlne <TMB,
FIl/ka) Buchs} 5wltzerland) O}O 1%, peroxyde d'hydrogène O}O 12% en
tampon de révé 1at lOn (Bos et co 11. 1981) 1S)

- solutIon d'acIde sulfurIque 2 f1

Environ 200 ng de peptide C-91-106 (100 ~lipuits) en tampon de
l'evêtement sont incubés une nuit à 4°C en plaque ELISA quatre vingt seize puits
(Costal'). Aprés trois Javages avec le tampon de lavage (laveur de rnicroplaque
Ti ter tek 120) Flow Laboratories), les si tes 1ibres sont saturés par incubation
durant 1 h à 3rC avec 150 ~l de lait écrémé, Aprés lavages, 100 ~l des
dilutions décimales en lait (1/1 à 1/1(7) de l'antiserum à tester sont lncubès
pendant 1 fi à 3rC (tr"ois puits par essai et térnolns négatifs), Aprés lavages,
100 ~1 de B-DAR di lué au 1/1000 en lai t sont incubés pendant 1 Il à 3rc. Après
lavages, les pUIts reçoivent 100 ~l de HRP-StAv di luée en tampon de lavage pour
une IncubatIOn de 15 a30 min a3rc Apres Clnq lavages et un rlnçage (200 ~I)

avec du tampon de revelatlOn, la revelatlOn est effectuee par additlOn de 100 ~l

de substrat de revelation. La reaction (coloration bleue) est développée durant S
à 15 min à temperature amblante PU1S stoppee par addition de 2S ~I d'H2S04 2 [vI

L'intensité de coloratlOn du composé Jaune est évaluée par spectrophotometne a
450 nm (lecteur' de mlcroplaques Tltertek f"klltlskan plus f"lKII, Flow
Laboratories; imprimante Epson LX-800),

Une courbe: dilutions de l'antiserurn en fonction de l'absorbance à 450 nrn
permet de déterminer la dilution correspondant à 50% de l'absorbance maximale
observée: 1a di 1ut ion eff icace SO%, EDSO,

2.3.2 Immunoblottlng

Aprés séparation par électrophorèse} les protélnes d'un échantl110n
complexe sont transférées sur une membrane. Des anticorps spécifiques li'une
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des protéines reconnaissent celle-ci sur la membrane et le complexe
antigène/anticorps est mis en évidence par un systeme approprle.

2.3.2.1 Electrophorèse en ge 1 de po Iyacrylam ide (gradient 8-25%>
en présence de SDS

Nous disposons d'un système d'électrophorèse/coloration Prlast5ystem
(Pharmacia LKB Biotechnology) et les techniques utilisées sont réalisées selon
les instructions du fabricant.

Reactlfs:

- tampon d'écrIant ilIon: 10 mfv l Tris-HC 1, pH 8, EoTA 1mf'1, 2,5% SDS
- tampon r'éduct lOn : tampon échant i j Ion, p-mer'capto-éthano 1 5%,

5 min à 100°C ou tampon éctlantillon, dithiotreitol CDTT) 10 mft
3 min à 95°C puis addition d'iodoacétarnide 31 mM (concentration
fina le)

- kH de callbr'atlon de protéInes de petits polds moléculaires
(94)0 à 14)4 koa) Pharmacia LKB Biotechno logy)

Des gels avec gradient de polyacrylamide 8-25% (PhastGel Gradient 8-25)
zone de separatlOn de 6 à 300 kDa) et des ponts de mlgt'atlOn (SOS Suffer StrlPS)
prêts à l'emploi sont utilisés. Les dépôts (tolérance de NaCl 0,75 rvl pour des
valeurs de pH 7-10), de volume variable selon les pelgnes utilisés (0,3 j.l1, douze
pUltS: 1,0 j.ll, 'IUlt PUltS: 4,0 j.ll, SlX pulls) sont reallsés automatlquement. Les
charges protélques consel j ]ees sont de 20-30 ng de chaque proteine/j.l] « 2000
ng/j.ll) pour une coloration au bleu de Coomassie et de 0)-0)5 ng de chaque
protéine/j.l1 ({ 50 ng/j.ll) pour une co loratlon argentique. La m19rat ion
électrophorétique d'une durée d'environ 25 min est réalisée à 250 V affichés et
à 15°(, Les protéines separées par l'étape d'électrophorèse sont transférées sur
une membrane ou colorées dans le module de coloration automatique

2.3.2.2 Transfert des protéines

Deux types de transfert, également réalisé à l'aide du Phast5ystem selon
les indications du fabricant, sont possibles:

- par diffusion thermique
- par champ electrique

Réact ifs.

- tampon de lavage. Tris 20 nl~\ NaCl 500 m~1

- tampon de transfert: Tris 25 mM, glycine 192 mM) méthanol 20%)
pH 8)3
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- lait écrémé reconstitué
- antiserum de lapins antl-C-91-106-0VA (se reporter au ehapltre 2

"Obtention d'anticorps polyelonaux anti-TGF-P) dilué au 1/10
dans du lalt

- antlcorps lmmunopur1fles, blOtJnyles d'âne antl-lgG de lapJn
(B-DAR, Amerstlam) dllués au 1/400 dans du lalt

- pér'oxydase lie rajfor't conjuguée à la streptavidine (HRP-StAv,
Zymed) diluée au 1/400 en tampon de lavage

- substrat de révélation (préparation extemporanée). 10 mg de
4-chloro-j-naphtol (4C 1N, Sigma) sont dlssouts dans 3,3 ml de
méthanol j 4°C. Un volume de 16,7 ml de tampon de lavage
contenant 10 /!l de pérol~yde d'hydrogène (H202) 30% à 4°C sont
alors ajoutés et le sutJstrat ut1Jisé tout de sune.

Le port lie gants et l'ut lllsatlOn d'une pet lte plnee sont necessawes lors
de la manipulation du gel et de la membrane de blotting.

Transfert par diffusion thermique

Aprés séparation électrophorétique des protéines, le gel est laissé sur la
platine de l'appareil. Une membrane de nitrocellulose Hybond Cextra (0,45 /!m, 5
X5 cm, Amersham) hydratée en eau distillée, bouillie est placée à la surface du
gel et ensuite recouverte d'une feuille (5 X5 cm) de papier Whatman (Maidstone,
England) 3 tvltvl ChI' puis d'une plaque de verre, le tout maintenu par un poids. La
temperatlwe est progr'esslvement elevée a 70T et mamtenue pendant 30 mm
Aprés réhydradation de la membrane, celle-ci est décollée, pt'éte à subir la
par-tie détectlon irnrnunologique. Il est possible de colorer le gel pour vérifier- la
qualité du transfert (module de coloration automatique).

Transfert par champ electrique

Apres separatJOn electrophoret lque des protelnes, le gel est decolle de
son support plastlque a l'alde d'un petIt apparell prévu à cet effet Le gel tres
fragi le, tenu par sa part ie 25% de po lyacrylamide, est équi 1ibré dans le tampon
de transfert pendant que lques minutes ainsi que la membrane de ni trocel lulose.
Celle-ci est alors placée sur le gel reposant sur trois feuilles (5 X 5 cm) de
papier Whatman 1 Chr imbibées de tampon de transfert, placées sur la cathode
du système de transfert électrique Pharmacia LKB Biotechnology. Trols autres
feuilles recouvrant la membrane, l'anode est mise en place. Un transfert
d'environ 15 min est alors effectue à 20 V affichés à 15°C. La membrane
déco lIée est prête El subir la partie détect Ion lmmunologique
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2.3.2.3 CoJorat1on des proté1nes

Les proteines separees par l'etape d'electrophorese sont colorees pour
analyse SDS-PAGE en tant que telle ou pour verIfIer la qual1tè du transfert dans
la méthode d'irnmunoblotting. Les méthodes de coloration (au bleu de Coomassie
ou argentique) sont réalisées .selon les instructions du fabricant. dans le
module de coloration automatique du PhastSystem.

Coloration au bleu de Coomassie (environ 45 min)

ReactIfs

- A : sa lut Ion co lorante : 0.1 %Bleu de Coornassie P-250.
30% rnéU,ano 1. 10% acide acét ique

- B. solution décolorante. 30% t'nétrlanol, Ion ac1de acétique
- C: solution de conservation: 5% glycérol. 10% acide acétique

ColoratlOn argentIque (la plus utl11sée du falt des petltes quantltés de
TGF-p 1 mIses en Jeu, enVlron 1h)

Réactlfs

- solutlOn A: SO'~ éthanol, 10% aCIde acétique
- solution B: 10% éU·lanol. 5% acide acétique
- solution C. 8,3n glutardialdé~wde (préparation extemporanée)
- solution D: 0,25% nitrate d'argent (préparation extemporanée)
- so lut ion E: 2,5% carbonate de sodium, 0,04% forma ldéhyde

(preparat ion extemporanée)
- solutlOn F . 5% acide acetlque
- solutlOfi G' 10% aCIde acetlque, 5% glycerol

LëS solutions doivent être préparées avec une eau de très bonne qualit.é
(eau bidistillée), surtout pour la coloration argentique. L'appareil utilise pour
chaque étape un volume de 80 ml, il est donc utile de préparer 100 ml de
solution pour chaque étape, Aprés coloration, le gel est séché à l'air libre ou en
étuve à température modérée, L'exploitation peut se faire directement ou aprés
montage du gel sous la forme d'une diapositive et proJection.

2.3.2.4 Détection lmmunologlque

Il s'agit comme pour la technique ELISA, d'un système de détection de
l'antigène sur phase solide à trois composantes (voir technique précédemment
décrite au chapitre 2,3, l "ELISA"),

Toutes les étapes sont réalIsées à température ambiante. La membrane
est placée dans la solutlon saturante (lait) durant une heure pour bloquer les
sItes lIbres Aprés un rInçage en eau dlstlllée et deux lavages en tampon de



61

lavage pendant 15 min, la membrane est incubée pendant 1 h avec l'anticorps
prlmawe (antiserum anti-(-91-1ü6-0VA), Apres rlnçage et lavages, le second
ant Korps (B-DAR) est lncube pendant 1h, comme precedemment
Apres r-'lnçage et 1avages, 1a membrane est Jncubée pendant 30 mln avec le
svstème enzymatlque de révélation (HRP-StAv), Aprés une der'nière procédure de
rlnçaqe et Javaqes, un ternps de contact d'environ 10 rnin avec le substrat
permet de révéler les pr-otémes TGF-p reconnues par J'anticorps primaire. La
r-éaction est stoppée par rinçage de la membrane dans l'eau distillée. Après
sécrlage entre deux feuilles de papier filtre, la membrane doit être conservée à
l'abri de la lumière car sinon, la coloration disparait trés vite,
Il est à noter que la spécificité des antisérums et la sensibilité de la technique
ont été évaluées par utilisation de TGF-pl du commerce (R & D Systems). Les
tests de blocage ont été réa11sés par incubation de la dilution de l'antlserum au
1/10 dans le lait avec un excès de 100 ~g/ml de peptide ou 10 ~g!ml de TGF-p 1
pendant 1h à température ambiante et une nuit à 4°C.

2.4 Purif ication des ant icorps

2.4.1 Précipitation au sulfate d'ammonium

Une précipitation du sérum au sulfate d'ammonium à 50% de saturation
(agitation 1h à 4°C et centrifugation à 3800 g pendant 15 min à 4°C) permet un
enrichissement grossier en immunoglobulines. Le précipité est repris par un
petit volume de tampon PBS et dialyse contre ce même tampon PBS,

2.4.2 Chromatographie FPLC d'échange d'anions

Réactifs,

- solution A: tampon phosphate de sodium/potassium 0,16 M, pH 6,5
- so lut ion B : tampon phosphate de sodium/potassium 0,30 M, pH 6,5

Il s'aglt d'une methode de separatIon grossiere d'une fractIon serique
contenant les IgG et les IgA d'une autre fractIon contenant les IgM (Sampson et
co II. 1984, 62) par système FPLC sur colonne f"lono Q HR SIS (0,5 X 5 cm,
PI-larmacia LKB Biotecl"lnology), Le serum est dilué au 115 avec la solution A et la
pr'éparation (0,5 l'nI) injectée (611 cmlh, 120 mllh) aprés filtration 0,45 ~rn

(filtre HPLC Millex, ~1illipore) sur- la colonne équilibrée en cette rnêrne solution.
La fraction de lavage est collectée car contenant les IgG et IgA. Les IgM sont
éluées par gradient 0 à 100% de solution B en 2 min.

2.4.3 Chromatographie d'affinité sur protéine A-Sepharose

ReactIfs'

- solution d'élut Ion ; acide acétique 0,1 M, NaCI 0,15 M



62

- solution de Tris 4 M

Il s'agIt d'une methode de purlflcatlOn specIfIque des IgCj a partir du
serum de lapIn (Go(jlng 1978, 497) Le gel (Prote!n A-Sepharose, Pharrnacla LKB
Blotechnoloqv) est mis à qonfler et lavé plusieurs fois en tampon PBS avant. , .
d'être coulé en colonne (C 10/10 Pharmacia LKB BioteclY10logy, 1 X 5,5 enD. Le
serum est inJec tè ( 12,7 crn/h, 10 mllrl) sur la co lonne èqui 1ibrèe en PBS. Après
lavage, les IgG sont éluées avec la solution d'élution et dialysées aprés
neutralisation (présence de 3% de solution de Tris dans les fractions d'élution)
contre le tampon PBS. La concentrat ion en 1gG est eva Juée par
spectrophotométrie à 280 nm (Al% lem == 14)

2.4.4 Chromatographie d'immuno-affinité

Les anticorps spécifiques sont purifiés par immuno-affinité sur le
peptide conjugué à la BSA (C-91-106-BSA) immobilisé sur Seprlarose CL-4B
(Pharmacia U<B Biotechnology).

2.4.4.1 Préparation de )ïmmuno-adsorbant

Réactlfs:

- tampon de couplaqe . bicarbonate de sodium 0,] ~1, NaCl 0,5 ~'1,

pH 8,5
- solution aqueuse de bromure de cyanogène 10% (préparation

extemporanee)
- 50 lut lOn de NaOH 1Cl N
- so lut lOn d'éthano lam!ne 11'1, pH 8
- so lut ion d'é lut ion: trliocyanate de sodiurn 3 [v] en tampon acétate de

sOliiurn 0,1 11, pH 6

Le conjugué pept ide-BSA est immobil isé sur Sepharose CL -46 activé au
bromure de cyanogène se Ion la méthode de Cuatrecasas et co Il. 1968, 37).

Toute la partie activation du support est réalisée sous hotte aspirante. Le
gel Sepharose CL-48 prêt à J'emploI} est lavé plusieurs fois par suspension en
eau liistlllée et essor'age sur verre fritté Un volume de solutlOn de bromure lie
cyanogène à 10% (préparée extemporanément par dissolution en eau distillée
sous aqitation viqoureuse) est ajouté à un volurne de Sepllarose CL-4B dans un

"" .... .
bécrler placé dans un bain de glace (réaction d'activation exothermique). Le pH
(mesure directe, électrode au KCl) est maintenu à une valeur de ]1 par addjtion
continue de soude 10 N Jusqu'à stab1l1satlon du pH, Le gel est alors lavé
plusieurs fois avec de j'eau distillée et avec le tampon de couplage à 4·C Le
support actIvé (fonctions ester de cyanate instables à pH basique) est utIlisé
ImmedIatement

Un volume de conjugué C-91-106-BSA (dilué en tampon de couplage
basique, 926 ~g/ml) est ajouté à un volume de gel activé et laissé une nuit à 4'C
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sous agitation douce (les groupements amine prlmalre des acides aminés
forment des Ilalsons covalentes avec les fonctlOns ester de cyanate) Apres
t rCJl s 1a\lages avec du tampon de coup 1age pour el 1mlner 1e conJugue non f 1xe) 1es
sItes actIfs III)res sont satures par' JncubatlOn dl.want 2 li avec un volume de la
solution d'étlianolamine à températur-e aml)iante. Apr'ès trois lavages pendant 15
rnlll avec. la solution d'élution pour éliminer les interactions protéine/pl-otéine
et plusieurs lavages avec du tampon PBS, le gel est pr-êt à utilisation ou peut
être conservé en présence d'azide de sodium 0)02% à 4°(,

Il est à noter que l'efficacité et le taux de couplage sont évalués par
mesure de la concentratlOn proteIque par spectrophotometrie a 280 nm dans les
enllJents Cle couplage (avant l'etape de saturatlOn) comparee a la solutlOn Cle
conJu<Jue pept](je-BSA mlse en Jeu

2.4.4.2 Immunopurification des anticorps

La purification est suivie par système de détection à 280 nm et collecte
de la total ité des pics effluents. La colonne (IBF 11 A, IBF-Biotechnics,
Villeneuve la Garenne) France, 0,9 X 7 cm) subit un cycle de lavage PBS puis
solutlOn d'e]utlOn et equIllbrage en PBS avant chaque utlllsatlOn Le serum est
(JJrE'ctement lriJE'cte sur la colonne a un (jèblt Cje 15,7 cm/r1 (1 0 ml/~-\) et la
coionne abomiamment lavée avec le tampon PBS Aprés élution avec la solution
d'élut ion, les anticor-ps sont dialysés une nuit à 4°( contre du tarnpon PBS.

2.5 InhibiUon des propriétés du TGF-p 1 in vitro par
les antiserums et les anticorps purifiés

Il s'agit ici d'une réaction antigène/anticorps en phase liquide. Celle-ci
f?st real15ee par incubatIon de la dllution d'antlserum (ou lee.:, antlcorps
lmmunopurlTles, se referer au chapitre 24 "Purlf lcatlOn des antlcorpS") avec les
dJfferentes concentratlOns de TGF-p, ( P & DSystems) durant 1h a temperature
amblante PU1S une nuit a 4°C Un contrôle negatlf e<:.t toujours reallse dans les
mêmes condltlOns sans TGF-p 1 Une gamme très large de dilutlOns des
antlserums (1/10 al! 100(0) ou de concentration des anticorps ((l,la 100
I!g/m 1) a etè testée.

2.5.1 Induction de la croissance de cellules NRK-49F en agar
semi-solide

(voir technique précédemment décrite au chapitre 1.3 "Induction de la
croissance de cellules NR~(-49F en agar semi-solide", concentration de TGF-p 1
utilisée. 2 ng/ml, 80 pM)
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2.5.2 Fixation de TGF -p 1 radiomarQué au récepteur cellulaire

(voir technique précédemment décr1te au chapitre 1.4 "Fixation
compétitive de TGF-p 1 radiomarqué au récepteur cellulaire", concentration de
TGF-p 1 radi omarqué ut il isée: 2,5 ng/m 1, 100 pM)

2.5.3 Inhibition de l'incorporation de thymidine tritlée par
les cellules CCL 64

(voIr tectinlque pr'écédernrnent rjécr'lte au chapItre 15 "In~ilbltlon cIe
l'incorpor'atlon de tllyrrlidine tritiée par les cellules CCL64", concentration de
TGF-p 1ut i llsée , 0,25 ng/rn l, 1°P["1)

2.6 Uti 1isation des antisérums en immuno-électrodiffusion

l'immuno-électrodiffusion est une technique de dosage immunologique
d'un antigène qui, durant une séparation électrophorétique dans un gel d'agarose
contenant des antIcorps spécifiques de cet antlgéne, conduit à la formation d'un
preclpité antigene/antlcorps de forme allongée: une fusée ascendante La
possibIlite de doser l'antigène TGF-p 1 par cette methode spécifIque et rapide a
ete étudIée Une methode "claSSIque" a tout d'abord été réallsee puis une
rnlcrotechlque a été développée selon les JnstructlOns clu fabrIcant par
utilisation du Pt"lastSystern (p~'larmacia lKB Bioteclinology),

Réactifs,

- tampon stock 5X : barbital 122 m~1, Tris 366 mM, lactate de
calclum 2 mM, azide de sodium 12 mM

- solutIon d'agarose H5B (l1tey ) GlostrupJ Denmark) 2% en eau
(j]stlilee

- solution de decolor·'ation. eau djstillée - acide acétlque - rnétlianol
(6/1/3)

- solution colorante: bleu de Coomassie R-25ü 0,1% en solution de
décoloratIon

- extraits plaquettaires neutres (méthode neutre) dont la
concentration saI ine a ète ajustée à 1 Xpar addition de PBS 10 X

- des échant i lIons de TGF-p 1 purifiés (llC humain d'origine
plaquettaire) et recombjnants (SlC) généreusement fournis par
Monsieur le Docteur K Miyazono (LICR, Uppsala, Suède)

t"letliode "c lass ique"

la solution d'agarose est portée à ébullition, sous agitation puis
maintenue au bain marie à 56°C Une plaque de verre 10 X 12,5 cm en est
badigeonnée de quelques gouttes étalées rapidement et la plaque est séchée et
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maintenue 3 100·C. Une préparat1on de 3 ml de tampon stock 5X, 0,75 ml d'eau
d,,...t'Il" 't 's6·C t '1 "5 1 d' t '"\7c::. 1,bl ee mam enue a ,- es, me angee a f, m agarose e, "",~) m,
d'antlserum Le tout est rapidement coule sur la plaque de verre ,A,pres
SOlldlflcatlOn pendant 30 min a 4°C en chambre humlde, des PI.Jlts de 4 mm cie
diamètre sont percés à J'emporte-pièce (1,5 cm du bord cat/,odique), Les
éct',antillons (5 ~l) à tester sont rapjdernent déposés et une rnigratlOn
électrophorétlque (250 V afficrH~'s - 20 V/cm -, système d'électrophorèse
Î/lultJpl-lor- , PI-Iar-rnacia U<B Bioteülnoloqy) d'une dur'ée de 2 fî à 15·C est
effectuée aprés mise en place de ponts (papiérs Wt,atrnan 3 ~1~1 Chr) dans lé
tampon d'électroptîorèse (tampon stock 2,5 X). La plaque est alors lavée une nuit
à température ambiante dans du PB::· et 1 h en eau dlst1l1ée. Séchée (recouverte
d'une feuille de papler Whatman 1 Chr jmbibèe d'eau distll1èe), la plaque est
coloree pendant 15 min, Après plusleurs bains de décoloration, la plaque est a
nouveau secnée

Les conditions de réalisations sont similaires à la méthode "classique". Le
support est un film plastique (4,3 X5 cm, Gelbond Pharmacia LKB Biotechnology)
collé par une goutte d'eau (face inférieure hydrophobe) sur une plaque de verre
et le volume de gel utlllSè est de 2 ml. Après SOlldificatlOn en chambre humIde
et 5 mIn a 4·C, les puits l2,S mm) sont creuses et les echantliions (1 Ill)
deposE's Le gel est alors place sur la platme de l'apparell et les ponts
(constitués clcllJar'ose IEF Pharmacla U<B BlOtect,nology, 2% en tampon stock sx
coulés dans une matrice standard) sont mis en place, La mlgration
é]ectrop~-lorétique (100 V afficl,és - 20 V/crn - à ISOC) dure envir"on 1 /1 Trois
féull]es de papier Wr,atman 1ChI' imbibées de serum ptwsiologique sont placéE's
sur le gel (sur une plaque de verre), Deux tlssus éponge secs sont eux-rnêmes
déposés sur les papiers, le tout étant maintenu par' une 3utr'e plaque de verre
avec un pOidS d'envlron 1kg pendant J -2 h, La méme opération est reallsee avec
de j'eau dlstlilee pendant 15-30 mm Le gel seche est placÉ' dans le module de
colorat IOn automat lque

Apr-ès sécl-Iaqe, le qe1peut être interprété directement ou par pro ject ion
~ . .

aprés montage en diapositive.

Dans le but de diminuer le bruit de fond observé dans ces essais,
différentes méthodes d'enrichissement et de purification des anticorps ont été
ut11 isées (voir chapitre 2.4 "PurificatlOn des anticorps"), La proportion
d'anticorps plus ou mOins purifiés est respectée en référence a la dllutlOn
résultante,
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2.7 UtjJisation des anticorps immunopurifiés en immunohisto­
et -cytochimie

Les antIcorps otltenus par HYlmUnlsatlon avec un peptIde synthetIque en
place de la protéine native sont les réactifs de choix pour une étude
irnrnunolllstod'lirnique. Pour' cornpléter la caractérisation des anticorps anti-C­
91-106-0VA, ceux-ci ont été utilisés au Centre anti-cancéreux Alexis Vautrin
de Nancy-Brabois (sous la direction de Monsieur le Docteur M, Parache, Chef du
service d'anatomie pathologique) pour une étude lmmunohisto- ou -cytochimique
sur dIvers t15SUS normaux ou pathologlques et sur des frottls trais de moelle
osseuse) humalne) almablement fournls par 1"'1onsleur le Docteur·J PAymar et
avec les cotlsells (Je r....lonslel.w le Docteur ,-J C Hurnbert llU CR T S lie Nancy­
Brabols.

Réactifs

- acétone - méthano1(1/1 )
- f ormo1neutre tamponne' f arma140% - hydrogénophosphate de

sodJUm 46 mI"'l, dihydrogénophosphate de sodlum 29 mM, pH 7,0
( 1/9)

- so lutlon de péroxyde li'hydrogène 3% (1 mmunostaining kit Histogen,
Biogenex Laboratof'ies, San Ramon, CA USA)

- 1ait écrémé recons t i tué
- anticorps de lapin ant i-C -91-1 06-0VA immunopur i fiés (4 ~g/rn 1

dans du lait)
- IgG de lapin, purifiées sur protéine ,A,-Sepharose (à partir

de serum pré-immun, 4 ~g/ml dans du lait)
- anticorps immunopurifiés, biotinylés d'âne anti-lgG de lapin

(B-DAR, Amersham) dilués au 1/200 dans du lait
- peroxydase de raifort conjuguee a la streptavidine (HRP-5tAv)

Zymed) di luée au 1/500 en tampon PBS
- sul)strat (je révelatlOn . 3-arnlrio-9-eU,yicarl)azole (AEC

Irnmunostajnjng kit)

Les pièces de tissu sont fixées dans le fixateur de Boin alcoolique ou dans
le formol neutre tamponné. Aprés inclusion des tissus fixés en paraffine, des
coupes de 4-5 ~m d'épaisseur sont col1ées sur des lames en verre par incubation
pendant une nuit à 56°(, Les coupes sont alors déparaffInées dans le toluène,
progressivement réhydratées dans l'éthanol puis laissées en tampon PBS, Les
peroxidases endogènes sont bloquées par incubation pendant 10 min avec
quelques gouttes de peroxyde d'hydrogène 3%. Aprés rinçage en tampon PBS, les
coupes sont lncubées une nuit à 4°( avec les antlcorps jmmunopurifles anti-(­
91-106-0VA 4 ~g/ml (lait) Il est à noter que, systematIquement, une lame
témOin negatlf ne subit pas cette premIère Incubation Aprés lavage en tampon
PBS, une incubation pendant 1 h à température ambiante avec le second
anticorps (B-DAR di lué au 1/200 dans du lai t) est réalisée. Les coupes sont
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alors incubées pendant 1 h 3 température ambIante avec le sytème enzymatIque
de reve lat lOn (HPP-5tAv di lue au 1/500 en tampon PBS) apres lavage. Apres un
dernler lavage, la revelatlon est effectuee par lncubatlOn pendant envwon 30
niJrl avec le substrat de r'evelatlon Vlennent ensulte la contt'e coloratIon a
l'fiématoxyline et le montage des lames.

Un témom négatif a été r'éalisé ponctuellement en utilisant des IgG de
lapin (purifiées par chromatographie d'affinité sur protéine A Sepharose, serum
pré-immun) en place des anticorps primaires anti-C-91-1 06-0VA

Un test de blocage des antlcorps lmmunopurlfleS antl-(-9l-106-0VA par
le peptlde (-91-106 (100 Ilg/m]) et par le TGF-pl natif (R & D Systems, 10
Ilg/ml) a egalement été realisé (selon les conditions précédemment décrites au
chapitre 2324 "Détection lmmunologlque") sur des coupes d'un tissu ayant deJà
demontre un lmmunomarquage positif (prostate)

Pour ce qui concerne les lames de moelle osseuse, des fr-'ottis frais sont
fixés et conservés lians un mélange acétone/méU-lano! à températUl-e arnbiant.e.
Les pér-oxjdases endogènes sont bloquées par incubation pendant 15 min à
ternpérature ambiante dans une solution (préparée extemporanément) de
péroxyde d'hydrogène 0,6% en méthanol 80%, Après lavage en tampon PBS, les
fr'ottis sont lncubés pendant 1 h à température ambiante dans du lait pour
bloquer les sltes !lbres. A,pres rlnçage en tampon PBS, les operatlons de
detectlOn lrnmunoloQlque, decrltes cl-dessus, sont alors accomplles

,/

Uri test irnrnunocvtochlrniquè a également été réalisé sur des frottiS
plaquettaires (concentrés plaquettair'es, fiUrYialnS, pénrnés) flXés dans l'acétone
à -20·C pendant JO min, Puis, aprés un séchage rapide, Jes James sont
conservées à -20·C jusqu'à Jeur utilisation aprés un lavage en tampon PBS.

Une etude particulière sur des cellules musculaires llsses a éte effectuee
par lmmunocytochlmle et lmmunoblottmg

Les cellules musculaires lisses, trachéales, ~Iumajnes (isolées par la
méU'lode des explants, passage 1), aimablement fournies par ~'1adarne le Docteur
N. ~1artinet (INSERM Ui 4) ont été cultivées en miJeu DMn1 additionné de SVF
10%.

Des lames de verre ont été dégraissées par sonication, à deux reprises, en
acetone puis méthanol. Aprés lavage en eau distillée et stérilisation par chaleur
sèche a 160·C pendant 2 h, les lames ont été revêtues par incubation à 4·C
pendant 2 h dans un mélange de fibronectine bovine (Sigma) 10 Ilg/ml, collagène
type 1 de rat CGibco) 10 Il-g/ml, BSA (fraction V, Sigma) 0,1 Ilg/m1 en tampon
PBS, Des cellules musculaires lisses (passage 1) ont été cultivées sur ce
support al ns1 qu'en bo1te 75 cm2 (passage 2) pour préparer un ml Jieu
conditionné.

Les cultures sur lame (non confluentes), soigneusement rincées avec du
mi leu DMEM seul, ont été flxées pendant une nuit à température ambiante en
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formol neutre tamponné. Il est à noter qu'une lame 3 été colorée par 13 méthode
de Papanlcolaou (pour etude morphologlque,l. Apres lavage en tampon PBS; les
lames sublssent les operatlOns de detectlOn lmmunologlque decrltes cl-dessus

,À.pres trols lavages d'une culture confluente en boite 7S cm2 avec le
mllleu Df"lEf1 seul] le mi jeu conditionné a ete prepare par lncubatlOn durant 24 h
avec un deml-volume (12]S ml pour une bolte de 7S cm2) de milieu DMEM seul
Apres centrlfugatlOn a 3200 9 pendant 1S mm a 4°C le surnageant a ete
concentre deux cent fOlS par ultraflltt'atlOn (système [vllllipore, meml)rane a
seu j1de coupure 10 kDa)

Aprés collecte des cellules de cette culture à l'ajde d'un "rubber
po]jceman" (Costar'), un extrait cellulaire (100~]) a été prépal'é par sonjcation
(Soniprep 150,05/, Paris, France) pendant 10 secondes à 4°C (amplitude de 10
Wn).

Une analyse par immunoblotting (SOS-PAGE avec gradient 8-25%) du
miiieu conditionné et de l'extrait cellulaire (non activés et activés) a été
réalisée.

3 Purjficat ion du TGF -p 1 humain d'origine plaquettaire

Compte tenu de l'extrême hydrophobicité et de l'adherence du HJF-p a
une grande varieté de matériaux, il est preferable de manipuler les préparatJOns
de ce facteur de croissance dans des réclpients plastiques (le polypropylène
est le plastlque de CIl01X, Wakefield 1987, 191) ou en verre slliconé La
velTerie utilisée est traitée avec du Rrlodorsil (Prolabo), émulsion silicone E
70001 à 1% en eau distillée pendant 20 min, à ternpérature anlbiante. Apl-és un
égouttage soigneux, il est procédé à une cuisson à 210°C (chaleur sèche) pendant
1h30. L'addition à J'échantillon de BSA 1mg/ml est souhaitable.

3.1 La source de TGF-p 1

Les concentrés standards de plaquettes humalnes (un concentre provenant
d'une unité standard de sang prélevée sur 67,S ml de solutlOn anticoagulante
(ACD, aCIde cltr~lque/cltrate de sodIum/dextrose) - Environ 50 ml de plasma pH
6,8 contenant envwon 5 1010 PJaquettes) sont co llectés le Jour même de leur
peremptIon (clnquieme Jour apres preparatlOo, conservation sous agltatlOn
~)orizontale à tenrpérature ambjante) au Centre Régional de Transfusjon Sanguine
de Nancy-Br~abois.

Précautions de man1pulatlon : Il est souhaitable de manipuler les dér1vés
sangulns avec port d'une blouse et de gants de protect1on et de déslnfecter les
objets en contact avec les solutions antiseptiques adéquates. La protection des
yeux n'est pas superflue notamment lors de j'ouverture des poches plastiques
des concentrés plaquettaires Les plaquettes sont adhérentes au verre et donc
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activab1es sur cette surface. Il est donc nécessaire de manjpuler les
preparatlOns plaquettaires dans des reclplents plastiques ou en verre traite

Cornpte tenu ejes condn Ions lie rxeparat lOn et de conservat lOn (jes
concentr'es plaquettalres, un cJosage de la ~-tr'ornboglol)lIl1r1e (~-Tl)), niar'qUE'ur
Cle l'activatIOn plaquetta1r'e (secretIOn), a ete r'eallse ponctuellement, a l'aIde
d'un kIt RIA (Arner-sl,arn), au c.R.T.S. de Nancy-Brabois,

Après centrifugation (centrifugeuse GR.ll, Jouan, Saint Herblain, France)
dans des pots en plastique à 3200 g pendant 30 min et à 20°C, le plasma est
éliminé le plus soigneusement possible. Le culot plaquettaire est recueilli:

- dlrectement, a l'alde d'une spatule
- après rlOrnogènèlsatlOn avec une solutlOn de lyse

Cette étape dépend de l'utilisation futur'e des plaquettes. Les préparations sont
conservées à -30°C dans des récipients en plastique jusqu'à l'obtention d'un
nombre suffisant à la réalisation d'un~ purification,

3.2 Pur1rtcat1on du TGF-pt selon la méthode d'Asso1an

Cette méthode décrlte par AssoJan et coll. (1983, 6 ; Assoian 1987, 7)

concerne la purification de TGF-~ 1 plaquettaire humain par extractlOn a
l'ethanol acide de culots plaquettaires lavés, précipitation à l'éthanol/éther et
(jeux et apes de f JI trat 1on sur ge1

3.2.1 Lyse-extract1on

Réactifs,

- solution anti-coagulante ACD (formule A): acide citrique 38 mM,
glucose 2)2%) citrate de sodium 88 mM

- tampon Tris-HC1/citrate' neuf volumes de tampon Trls-HCI 17
mM, pH 7,S) (jlucose 0,1 %et un volume de solutlOn antl-coagulante
ACD

- étl)anol acide: étl-lanol 93%, HCI 235 mM, PMSF 1rnrt pepstatine
5 ~g/rn 1

Le culot plaquettaire centrifugé est lavé à deux reprises par resuspension
en tampon Tris-HC1/citrate (Antoniades et coll. 1979, 2), 20 ml par concentré.
Un volume de 4 ml d'éthanol acide (Roberts et coll. 1980, 144) par concentré
p1aquettaire est alors ajouté au culot lavé, centrifugé, Aprés homogénéisation
de la préparation a l'aide d'un homogénéiseur (Ultra Turrax, Janke & Kunkel,
Staufen, Deutschland), le volume d'extrait est ajusté à 6 ml/concentré avec de
l'eau dist i Ilée (ED) et laissée une nuit à 4°[. Aprés centrifugation
(centrifugeuse J 2-21, rotors JA 14 et JA 17, Beckman) à 11000 9 durant 15
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min à 4°C, le pH du surnageant est ajusté à une valeur de 3, à J'aide
d'ammoniaque concentré

,A,pres preclpltatlon par addltlOn a la preparatlOn de 2 volumes d'ethanol
95% et de 4 volumes d'oxyde de dlethyl (ether) frOId (une nlnt a 4°C), le
précipité est collecté par centrifugation à 30000 g pendant 1 h et à 4°(, Un
volume de 0,5 ml d'acide acétique 1 Î"lIconcentré est utilisé pour repremire le
précipité, Aprés dialyse (Spectra/POR 3 (3500 Da), Spectrum ~/ledical Industries,
Los Anqeles, CA, USA) contre une solution d'acide acétique M et centrifuqatlon à

~ . ~

30000 9 pendant 30 min et à 4°C, J'échantlllon contenant 8% de saccharose est
prêt à subir la premlére filtration sur gel.

3.2.2 Filtration sur gel 1 (Blogel P-60 coarse)

Cette première étape est réalisée sur un support polyacrylarnide Bioqel p­
60 (cûarse, 50-100 mesl\ Biorad) RicrlnîOnd, CA, USA),

Le support (14 ml de ge1pour 1 g de support) est mis à gonfler dans une
solution d'acide acétique 1 Mdégazée, Aprés deux lavages et dégazage soigneux,
la colonne (K 50/100, Pharmacia LKB Biotechnology> est coulée pUIS placée a
4°(, en armoIre frigorifique Un lavage consequent et le candit ionnement du ge1
sont alors réalIsés par appllcatlOn (pompe Mimpuls Il, Cillson, VI111ers le Bel,
France) du débit de tr'avail 1 crn/rl (20 ml/rI),

La colonne (5 X 83,5 cm) est calibrée par application d'un écrlantil10n (2
ml) contenant 1 mg/ml d'un mélange de protéines (Sigma) BSA fraction V (68
1<0a), chymotrypsinogène A (27 kOa), cytochrome C (12,5 kOa) et insuline (6 kOa)
en acide acétlque 1 M contenant 8% de saccharose. La détection des protéines
est réalisée par suivi de l'absorbance à 280 nm (Détecteur 2 voies ­
enregistreur Pharmacla U<B Biotechnology)

L'échantlllon est Injecté sur la colonne (Jans les mêmes COn(J1tlOns Des
fractions (Je 5 ml sont collectées (collecteur r"1TDC Gilson) en tubes plastiques
(polypropylène) ou verre siliconé,

3.2.3.Filtratlon sur gel 2 (Blogel P-60 flne)

Réactif: acide acétique 1 M - urée 8 M, Une solution d'urée 8 M est
reallsee en acide acétique 1"'1 puis, la concentration en aCIde acétique est
réajustée en ajoutant de l'aCIde acétIque glacial Le maltitlen de l'urée en milIeu
acide permet d'éviter la carbamylation des protéInes durant la filtration sur gel
préparative, Un dégazage soigneux de la solution est important

Cette seconde étape est réalisée sur Blogel P-60 (fjne, 100-200 mesh)
Blorad),

Le support est mis a gonfler dans une solution d'acide acétique M, Aprés
troIs lavages dans la so lut ion acide acétique 1 M - urée 8 M et dégazage
soigneux, la colonne (C 16/100, Pharmacia LKB Biotechnology) est coulée. Un



71

lavage conséquent et le conditionnement de la colonne sont réalisés au débIt de
travail de 1)5 cm/h (3rnl/h)

La colonne (1)6 x 80 cm l est cal1bree par appllcatlOn d'un echantl1!on r2
ml) (j'un rnelantje (je pr'otèmes ( 1rng/rnl en solutlOn aCloe acetlque 1 ,'1 - uree 8
1'1 contenant 8% de sacchar'ose) constitué de BSA, crwmotrvps inoqène A,

1 ! ",-'

cvtochrorne Cet insuline dont le poids rnoléculaire est de 3 kOa en raison de la
présence d'urée.

Les fractions "actives" de la première étape de filtration sur gel sont
congelées (3 -70·C, lyophilisées (lyophilisateur de paillasse RP 2V CIRP,
,ArgenteuJl) France) A,pres reconstltutlOn dans un petlt volume de so]utJOn aCJde
acetlque 1 Iv) - uree 8 M - saccharose 8%, l'echantl11on est appllqué sur cette
seconde colonne dans les mémes condJtlons Des fract10ns de 0,5 ml sont
co llectées

3.2.4 Chromatographie en phase inversée (ProRPC HR 5/10)

Cette troisième étape chromatographique est réalisée sur une colonne
systeme FPLC, prête a 1'emp 101, dJte en phase lnversée C8/C 1 ProRPC HP 5/10
((J,S'x: lOcmJ

Réact ifs.

- solution A. eau biljistiJJée CE02) - acide trifJuoroacétique CTFA)
0,170

- solution 8: acétonitriJe - TFA 0,1 %

Les fractJOns "actives" reunies (seconde étape de filtration sur gel) sont
dlalysees contre une solutlOn d'aclde acétique 1 1'1 pUJS congelees et
1yoptl111sèes La préparat 10n est r'econst l tuée avec un pet l t vo lume lfacétonl tn le
25% - TFA 0,1% PU1S filtrée sur membrane 0,45 j.Lm avant l'lnJectlOn sur la
colonne équllJbrée en acétonltr11e 25% - TFA 0,1%

La colonne (0,5 X 10 cm) subit une préparation consistant en un lavage
avec 10 ml de solution B puis un gr'adient linéaire 10070 à 070 de solution Ben 60
min et enfin) 10 ml de solution A (le débit étant de 92 cm/h, 18 ml/h).

La chromatographie préparative est alors réalisée en développant aprés
lnjection et lavage (déb1t 92 cm/h ou 18 mllh), un gradlent de 25 à 50%
d'acetonJtrile - TFA 0,1 %en 30 min. La détection des protéines est réalisée par
SLllVJ de l'absorbance à 280 nm. Des fractJOns de 0)5 ml sont collectées
(système de (jétectlon 2238 UVlcord Sil - enregIstreur, co Ilecteur FRAC-j 00
P~larmacia LKB Bjotechnology),
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3.3 Purification du TGF-p 1 selon la méthode de Cone

Cette mét/"Iode décrite par Cone et coll. (1988, 36) concerne la
purification de TGF-p l humain d'origine plaquettaire par extraction à l'éUianol
acide de culots plaquetta1res non lavés et deux étapes chromatographlques HPLC
d'échange de cat jons et en phase inversee Dans notre cas, les étapes
chromatogr'aphlques ont ete adaptees a une ChromatographIe d'échange de
cations basse presslon et une etiromatograp~-)le en pliase lnversée FPLC

3.3.1 Lyse-extraction

Réactifs: éttiànol acide: éthanol 70% - Hel 0,05 N

Ouatre volumes d'ethanol aCIde sont ajoutes au culot plaquettalre La
suspenslOn est agI tee vIgoureusement et laIssée une nUIt a 4°e Apres
centrlfugatlOn à 30000 g pendant 1 h à 4°(:, Je surnageant est ajusté à pH 5,5
par- addaion de NaOH 1 N, L'éthanol est éliminé par évaporation rotative à 40"C
(Büchi HB 240, Flawil, Switzerland), L'extrait est alors centrifugé à 30000 g
pendant 1 h à 4°C. Aprés une dialyse contre le tampon d'équilibrage de la colonne
chromatographique d'échange de cations, une nouvelle centrifugation clarifie la
prèparat ion,

3.3.2 Chromatographie d'échange de cations (COOH-Spherodex LS)

Cette prernlère étape ctY'omatogt'aphique est réajjsée SUt' un suppor't
éd,angeur de cat ions fort, hydrophj Je : eOOH-Splierodex LS (1 BF-B jotecrHiics)

Réact1fs;

- tampon diequI 1ibrage : acétate de sodium 01025 MI pH 515
- solution de regéneration NaCI 'NaCl 1 M
- solution de régénération HCI : HCI 0,1 N
- solution de régénération AJAc: acide acétique 0,5 f"1 - éthanol 60%

La colonne (5 X 15 un) est coulée et conservée en solution de r'égénér-ation
A1Ac.

L'injection de l'extrait et le rinçage de la colonne équilIbrée en tampon
d'equi llbrage sont réa 1isés à un débIt de 10 cm/h (200 ml/h) alors que pour la
procédure de régènérat ion (NaCl puis HCl et enfin AJAc), 11 s'agit de 20 cm/h
(400 ml/h). Les fractions sont collectées sous forme de la totalité des pics
chromatogr'apl,iques effluents,

Le pic de régénération AJAc est soumis à une évaporation rotative à 40 0

(

pour éliminer la forte proportion d'éthanol puis, aprés une centrifugation
clarifiante à 30000 g pendant 1 h à 4°e, congélation, lyophllisation,
reconstitution avec un petit voJume d'acétonotrile 25% - TFA 0,1% et filtration
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0,45 ~m, l'écrlantillon est prêt à subir la seconde étape chromatographjque de
pliase inver'sée

J.J.J Chromatographie en phase inversée (ProRPC HR 5/10)

L.es condl t lOns (Je rea llsat IOn sont ldent lques a ce Iles précedement
decrites au chapitre 3.2.4 "Chrornatographie en phase inversée".

J.4 Purification du TGF-pl selon la méthode neutre

Les premiers essais de cette méthode ont été réalisés lors d'un premier
stage pré-doctoral (purification du complexe latent de haut poids moléculaire
du TGF-p 1 humain d'origine plaquettaire) dans les laboratoires de Ludwig
Institute for Cancer Researcrl (L1CR, Uppsala, Suède) sous la direction de
Monsieur le Professeur C.H, Heldin,

J.4.1 Lyse-extract 10n

Il s'agit d'une Ivse-extraction a pH neutr-e par c[-\Oc
osmotique/congélations-décongélations (Hel,jin et coll. 1987,73)

Réactifs:

- so lutlon de lyse' èau dlstl] lée contenant P!"lSF 1m!"l, benzamldlne
20 mf"I, aClde t-amlnocaproique 100 mf"l, aprotlnlne 1%VIV,
pH neutre (NaOH ou HU 0,1 N)

- tampon ptlosphate de sodium 1r1, pH 7,4

Les culots plaquettaires congelés sont placés dans la solution de lyse (4
ml par concentré .. pH neutre) et cinq cycles de congélation (­
30°C)/décongélation (10°C) sont alors effectués. Aprés addition de tampon
phosphate 1 M jusqu'à une mo1arité de 10 mM, la préparation est centrifugée à
30000 g pendant 1 h a 4°C L'extrait neutre est alors prêt à subir les autres
étapes de purlficatlOn. Il est à noter qu'à partir de cette extractlOn, toutes les
opérations suivantes, mise à part la chromatographie en phase inversée, sont
effectuées à 4°C pour diminuer les pertes d'activité par protéolyse,
déve loppement rn icrob ien et dénaturat ion,

3.4.2 Chromatograph1e d'échange de cat10ns (COOH-Spherodex LS)

Cette premlere etape chromatographlque est réalisée dans les cond1tlOns
précédemment (jécrltes (au chapitre 3 32 "Chromatographie d'échange de
cations) mis à part que le tampon d'équilibrage est un tampon phosphate de
sodiurn 10 m~1. pH 7,4. et que la colonne est maintenue à 4°C, en armoire
frigorifique. Le pic d'injection-lavage est injecté directement sur la seconde
co lonne chromatographique.
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3.4.3 Chromatograph1e d'échange d'an1ons ca Sepharose FF)

Reactlfs'

- tarnpon d'équlllbt"dÇ1e: pl,osprlate lie sodiurn 10 l'nf-l, pH 7,4
- tarnpon ll'é1ut ion i : tarnpon d' équ il jbr age, r~aC l 200 niî']

- tampon d'é1ut ion 2 , tampon d' équ il ibrage, NaC] 500 mÎ'j
- tampon d'élution 3: tampon d'équilibrage, NaCl 1000 mM
- solution de régénération: NaCl 1000 mM, NaOH 100 mM

Cette seconde etape chromatograplllque est reallsee sur un support
echangeLw d'anIons fort' 0 Sephar'ose Fast Flow (PI,armacla LI<B Bl0teO,nologYl
Le gel prêt à l'emploi, est lavé plusieurs fois dans le tampon d'équilibrage
dégazé, La colonne (C 26/40, PI-\ar-rnacla LKB Biotecrlnology) est coulée (2,6 X
7,9) et conditionnée par lavage avec ce tampon d'équilibrage à 19 cm/I! (100
ml/h), L'injection de l'échantillon, le lavage et les élutions sont effectuées Cà
4°C) à ce même débit. La fraction d'élution 2 CNaCl 500 mM) correspondant à la
fraction L-TGF-~ 1 est soumise à une précipitation au sulfate d'ammonium,

3.4.4 Précipitation au sulfate d'ammonium et activation

RéactIfs'

- solution de sulfate d'ammoniurrl saturée, pH 7,4
- acide acétique 1 î1

La fraction d'élutlon 2 CNaC1 500 mtvD est lentement amenée à 35% de
saturation en sulfate d'ammonium, Apres 1 h sous agltatlOn douce et repos une
nUlt a 4°C, la préparatlOn est centrifugee à 3800 9 pendant 15 min a 4·C

Le culot est resuspendu dans un petit volume lie PBS et dIalysé contre une
solution d'acide acétique 1 M pendant une nuit à 4°C. Après centrifugation à
30000 g pendant 15 min à 4°C, la fraction activée est congelée, lyopllilisée et
reconstituée dans un petit volume d'acide acét.ique 1 M, Aprés addition de
saccharose jusqu'à 8%, la fl1tratlon sur gel peut alors avolr lieu,

3.4.5 FlItratlon sur gel CBlogel P-60 fjne)

La préparatlOn de cette étape est slmilalf'e à la filtration sur gel 1 de la
rnéthode d'Assoian (décrite au chapitre 3,2,2 "Filtration sur gel 1"), La filtration
sur- gel <Biogel P-60 fine) est réalisée (aprés calibrage) à 4°C, 5 cm/I! (10
mllh), en acide acétique 1M(colonne 83 X 1,6 cm), Des fractions d'un volume de
1 ml sont collectées , Les fractions "actives", réunies sont congelées,
lyophilisées et reconstituées dans un petit volume de solution A de
chromatographIe en phase lnversée, filtrées 0,45 ~m avant injection sur la
colonne,
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3.4.6 Chromatographie en phase inversée (ProRPC HR 5/10)

Reactlfs'

- solution A. ED2 - TFA 0,1%
- solution B :I-propano1- TFA (J, 1%

Aprés injection de l'écrlantil1on sur la colonne équilibrée en solution A et
lavage soigneux (306 cm/h, 60 mllh), un gradient de 0 à 60% de 1-propanol en
TFA 0,1% est développé en 70 min. L'absorbance est suivie à 280 nm et des
fractlOns de 1 ml sont collectees. Une analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec
coloratlOn argentlque est alors réallsèe

3.4.7 Fi Jtration sur ge J HPLC LiChrospher Si DIOL

La phase DIOL possècJe de nombreuses propriétés (adsorption ionique,
phase inversée .. ,) et peut être utilisée en filtration sur gel (Lichrospher Si 100
DIOL, 5 ~m, Î'lerck, domaine de fractionnement de protéines natives en phase
aqueuse: 3-300 kDa). Le solvent est une solution d'acide acétique 1 M. La
colonne (0,4 X 25 cm) est montée sur un système FPLC (Pharmacia LI<B
Biotechnology), le débit est de 48 cm/h (6 ml/hJ et les echantillons lnJectes ont
un volume de 25 Ill. Une analyse 5DS-PA.GE (gradient 8-25%) avec coloration
argentlque est alors realisee.

3.4.8 Chromatographie HPLC en phase inversée narrow-bore C4

Cette analyse a été réalisée au Ludwiq Instltute for Cancer Researül
(Uppsala, Suède), sous la direction de Monsieur le Docteur U. Hellman, lors d'un
second séjour pré-doctoral.

Le système HPLC est composé:

- (j'une pornpe rnodlflée Beckman systerne GOLD programrnable
solvent rnodule 126

- d'un four à colonne, régulateur de ternpérature Pliarrnacia LKB
Biotecrlnology 2155 HPLC colurnn oven

- d'une colonne Aquapore butyl BU-300, 7 ~rn, 300 A, cartouche
0,21 X3 crn) Brownlee Lab (Santa Clara, CA, USA)

- d'un détecteur rnultj-longeurs d'onde photodiode array detector
Waters 990 (Millipore, Milford, MA, USA)

- d'un ordinateur NEC PC-820 1 A

Réactifs'

- solutlon A: ED2 - TFA 0,15%
- solution B: ED2 10% - TFA 0,1% - l-propanol 90%
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La colonne est maintenue à une température de 45°( et subit un protocole
de lavage ldentJque au gradlent ]meaJre d'e]utlOn de 0 a 40% de l-propanol en 40
mm Le deb1t est de 173 cm/h (6 ml/hl et la detectlon est rea]lsee
simultanément a215 et 280 nrn Apres JnJectlOn et lavage avec la solutlOn A, le
gralijent est développé avec collecte de la totalité des PICS effluents, Une
analyse SOS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration argentique est alors
réalisée,

3.5 Ut1J fsatlon des anticorps en fmmunopurfffcation de TGF -p 1

Les anticorps spécifiques, immunopurjfiés et immobiljsés sur Sepharose
CL-4B sont utJllSés pour pUrlfier J par lmmuno-afflnJte J l'antigène natif nCiF­
~ 1)

3.5.1 Préparation de J'lmmuno-adsorbant

(voir tecr-lnlque pr'écédemrnent décrjte au chapitre 2.441 "Préparation de
)'imrnuno-adsorbant") Les anticorps imrnunopurifiés sont concentl'és par
ultl'afiltration (système ~1i]lipore à seuil de coupure 50 kOa) et dialysés une
nuit à 4°C contre le tampon de couplage, Aprés centrifugation à 30000 9 pendant
15 min à 4°C et filtration 0,22 ~m, la concentration en anticorps est vérifiée
par spectrophotométrie à 280 nm C5 mg/mD. L'activation du support et le
couplage des antlcorps sont réalisés mais la saturation est effectuée par une
solution de glycine 1 MJ pH 8 (en place de !'éthano]amme) pour augmenter'
l'hydrophJ IJcJte du gel Il est a noter qu'une pat'tle dU Sepharose CL -4B actlve est
traitée (jans les rnèmes condltlons malS ne subit pas le couplage avec les
ant icoros,

3.5.2 Immunopurification du TGF-p 1

Réactifs.

- solution de ~Ja(l 1Men PBS
- solutlOn de glycine 0}05 MJ NaCl O) 15 M} pH 2,3
- solutlOn d'élution ' thlOcyanate de sodlum 3 M en acetate de sodium

0,1 f'1, pH 6

Diverses préparations plaquettaires plus ou moins purifiées ont été
soumises à immunopurification du TGF-~ 1, Parmi elles, les préparations
obtenues à pH neutre ont été acidifiées à pH 2-3 (par addition d'HCl 6 N) pendant
30 min à température ambiante} puis neutralisation (par addition de soude 5 N)
et dialyse contre le tampon PBS Caprés centrifugation clarifiante} 30000 g
pendant 30 min à 4°C) dans le but d'activer le TGF-p 1 latent. Aprés une nouvelle
centrifugation clarifiante, la préparation est prête à injection sur la colonne
d'immunopurification. Des extraits acides selon la méthode de Cone (décrIte au
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chapitre 3.3 "Purification selon la méthode de Cone") ont également été prépares
malS apres évaporation de J'éthanol} l'extrait est dlalyse contre du tampon PBS
et clarHle par centrlfugatlOn avant InjectIOn

La pur'ificatlon est suivie par système de détection à 280 nrn et collecte
de l'intégralité des pics effluents, Aprés inlection de la préparation (15,7 cm/h,
10 rnUr,) sur la colonne (O}9 X 7}2 crn) lavée (cycle PBS - solution d'élution ­
PBS)} équilibrée en PBS, un lavage est réalisé avec le tampon PB5 puis la
solution NaCl 1 M en PB5, Le sens de la colonne est inversé pour éviter une
migration Inutile des protéines desorbées} lors de l'èlution} au travers de la
totalite de la colonne de support et pour dimInuer Je volume de la fractIOn
li'élutlon La procédure d'èlutlOn est effectuée par la solutIOn de glycine PUlS la
solution de ttliocyanate de sodium (solution d'élution), Une dialyse une nuit à
4°C, en présence ou non de BSA 1mg/rnl contre une solution d'acide acétique j 1"1
élimine les solutés d'élution. Par' la suite, seule l'élution avec la solution
d'élutjon (aprés lavage par le tampon PBS) a été réalisée, Il est à noter que
J'efficience dïmmuno-adsorption est définie comme le rapport entre la quantité
de TGF-p 1 adsorbée sur la colonne dïmmunopurification et la quantité de TGF­
pl injectée sur cette colonne (expression en pour'centage).

3.5.3 ChromatographIe en phase Inversée (ProRPC HR 5/10)

Peact Ifs'

- so lut ion A : acétoni tri le 25% - TFA 0,1 %
- solution B, acétonitr-ile 50% - TFA 0,1 %

Deux ml de TGF-p 1 immunopurifié à partir d'un extrait de Cone dialysés
contre une solution d'acide acétique 1 ~1, lyophilisés et reconstitués avec deux
ml de solution A sont injectés sur la colonne équilibrée en solution A (92 cm/h,
18 ml/h), Aprés un lavage soigneux, un gradient de 25 à 50% d'acétonitrile en
TFA o} 1% est développé en 25 min, l'absorbance est suivie à 280 nm et des
fractions de 0,6 ml sont col1ectées. Un dosage biologique du TGF-pl est réalisé
par inhibition de l'incorporation de thymidine tritiée par les cel1ules CCL64 sur
les fractlOns d'mjection} lavage et élution

4 Analyse du T6F-p 1 purifié

Des échantillons sont prélevés au cours de la purification. Ceux-ci sont
placés en récipients plastique (polypropylène de préférence) et conservés à 4°C
ou conqelés à -20°C) avant utilisation.

Une fj ltratlon stéri 1isante (O}22 j.l.n1) fi ltre f"li l1ex GV} Mm ipore) Bedford)
~'lA) USA) est utile pour les tests d'activité cel1ulaire (en conditions stérJles),

Seuls les échantil10ns destinés à la quantification des protéines totales
et à des analyses électrophorétJques ou qualitatIves ne seront pas additionnés
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de B5A Compte tenue du fait que la conservation du TGF-p est optImale en
miljeu acIde, une solution d'acide acétlque 1 l"1 (volatile à la lyopr1ilJsation) est
fréquemment utilisée (djalyse avec ou sans lyophjJlsatlon) ainsi que la
reconstltutlon en HCl 4 mM, B5A, 1 mg/ml L'aclde acetlque est d'un usage tres
commode pour l'analyse electrophoretlque par reconstitutlOn avec tampon
(j'échant lllon apres la lyoph 11 isat lOn ou concentr'at lOn par centrl fugat lOn sous
vide (5peed Vac , Savant, Farmingdale, N'Y, USA), deux rnoyens d'enr'ic/lissement
trés appropriés au TGF-p en lieu de l'ultrafiltration. Un module de micro-dialyse
(f'jega System avec membrane 8 kDa, Health Products, Rockford, IL, USA) a été
utilisé avec lie bons résultats pour le déssalage rapide de petits volumes
(jusqu'à 0,2 mJ).

5 Dosage des protéines totales par la méthode de Lowry
(Lowry et coll. 1951,112).

RéactIfs'

- tampon PBS lègèr-ernent alca] in (pH 8)
- solution A, carbonate de sodium à 2% dans une solution d'hydroxyde

de sodium 0,1 N
- solutlon B : sulfate de cuivre pentahydraté à 5% dans une solution

de tartrate doub le de sodlum et de potassIum a 1%
- solutlOn C . mélange extemporane 50 ' 1des solutIOns A. et B
- solutlOrJ D' r'eactlf de Folm-ClOcalteu dilué au 1/3 en eau (Jlstlllée
- so lut jorl éta lon de B5A 1rng/rn 1éC~lantJ] Jonnée et conser'vée

à -20 0

(

Les échantillons sont dilués dans le tampon PBS de façon à contenir 25 à
300 ~g de protéines dans un volume total de 0,5 m1. Trois ml de solution C sont
ajoutés, Aprés 10 min à température ambiante, 0,3 ml de so lut ion D sont
rapidement ajoutés, sous agitation vigoureuse. La lecture au spectrophotométre
(lJV-120-02 Shimadzu, Kyoto, Japon) à 750 nm est réalisée après une incubatlOn
de 30 mm à température ambiante et à l'obscurité Une gamme d'etalonnage et
les témo1l1s adéquats (aCl(je acétIque 1 1"1 et autres solutlOns salInes
concentrées) permettent la quantification sjmple et rapide des protéines
tota les.

Il est à noter qu'une microtechnique a été souvent utilisée. Les volumes
sont de 0,2 ml d'échantillons, 1ml de solution Cet 0,1 ml de solution D pour 10
à 100 ~g de protéines.
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RESULTATS

1 Méthodes de dosage du T6F-p 1

1.1 Test d'activIté biologique: induction de la croIssance de cellules
NRK-49F en agar semi-sol ide

Comrne le montre la figure 4, une gamme de TGF-~ 1 (R & D Systems) de
0,0.3 à 1 ng/ml (1,2 à 40 pf1) permet un dosage de l'activité d'induction de
croIssance en agar sernl-solide (cellules NRK-49F) de 0,03 à 0,3 ng/rnl (1,2 à 12
p~1) avec une EDSO de 0,17 ng/m1 (6,8 p~1), L'ED50 est définie comme la
concentration de TGF-~ 1correspondant à un nombre de colonies moitié (50%) du
plus grand nombre de colonIes observé. Il est à noter que l'efficience de clonage,
c'est à dire le rapport entl~e le plus grand nombre de colonies observé et le
nombre de cellules viables mises en jeu dans le test, est variable, Dans le cas
présenté, il est relativement faible: 20% (généralement supérieur à 50~n Il
peut refléter la qualité de la technique de mise en oeuvre et des cellules
employées (viellissement de la culture, exposition trop longue a la chaleur .. J.

1.2 Dosage par fixation compétitive de T6F-p 1 radiomarQué
au récepteur cellulaire

1.2,1 RadiomarQuage du T6F-p 1

La rnétJ'lOde de Frolik et coll. (1984, 59) simple et rapide permet un
radiùrnarquage par l'iode 125 avec une activité spécifique satisfaisante
d'environ 5 f1Bq/~g de TGF-~ 1 (135 ~Ci/~g), La précipitabi1ité au TCA est
généralement supérieure à 90% et l'activité biologique de la molécule n'est pas
affectée (test ponctuel d'induction de croissance en agar semi-solide des
cellules NRK-49F de 110% par rapport à la molécule froide),

1.2.2 Dosage par fixation compétitive

La fIgure 5 montre qU'une gamme de TGF-p 1 froid (R & D Systems),
compétiteur de 1,25 à 20 ng/ml (50 à 800 pM) avec une concentration fixe de
0,625 ng/ml (25 pM) de TGF-p 1radiomarqué permet le dosage de 0 à 5 ng/ml de
TGF-~ 1 (0 à 200 pM) avec une ED50 (concentration en TGF-p 1 froid
correspondant à une radioactivité moitié de la radioactivité maximale observée
pour l'essai sans TGF-p 1 compétiteur) de 2,6 ng/ml (104 pM) et une fixation non
spécifique relativement importante de 21 % pour une concentration de
compétiteur de 200 ng/ml (8000 pM)
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Figure 4: Dosage biologique du TGF-pi par induction de la croissance
de cellules NRK-49F en agar semi-solide. Apr"é',:, 14 jour-s \.i'i ncutJ<:1ti on. les
CG 1on je::, cellulaires, fL<ée::,. de diamètre supérieur à 60 ILrn, r-ésultantes de
]'it-j\.iuctlür, lie j"aril,I-,uJ-aqe lr,depel-Iderlce" par- le TGF-p 1 et en préser,c2 d'EGF 5
r,Cj/ïnl, ':.ünt curnptcès par lH"1 cornpteur--analvsêur d'lr()aqe sur ]a surfac,é: d\m2
[)(ll te (lè Petri (35 rnrfl, 9,6 Ctil::::) Une C(H..wtle eta Ion peut alors èUe tr-acee (EDSO
= 0,17 Ivyml ou 6,8 Df'D dont la llllearite est ob:3ervee pour (Jes concenUatlon':.
de TCïF-p 1 de 0, 1 ~J 0.3 nÇJ/rnl (4 2J 12 pn) Les pomts representent la rnoyenne de
tr-ols essaIs (p " 0,10)
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Figure 5 : Dosage biologique du TGF-pl par fixation compétitive au
récepteur cellulaire. Une quantité fixe de TGF-p 1 radiomarqué (0,625 ng ou
25 pM) est mise en compétition avec une gamme de TGF-p 1 froid (1,25 à 20
ng/ml ou 50 à 800 pM) pour fixation au récepteur de cellules NRK-49F. Une
courbe étalon peut être réalisée ŒDSO = 2,6 ng/ml ou 104 pM) dont la linéarité
est observée pour des concentrations de TGF-p 1 jusqu'à 5 ng/ml (200 pM), Les
points représentent la moyenne de deux essais (p <0,05),
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1.3 Test d'actIvité bIologIque: InhIbitIon de l'IncorporatIon
de thymidine tr1tiée par les cellules CCL64

Ce test sImple et rapIde a mettre en oeuvre, sens1ble, permet d'effectuer le
tltrage des echantlilons et de quantlfler des concentratlOns de TGF-p 1 de 0,1 a
0,6 ng/ml (4 a 24 pM), comme le montre la fIgure 6 , avec une ED50
(concentration en TGF-p 1 correspondant à un pourcentage d'inhIbition de 50%) de
0,24 ng/m 1(9,6 pM)

2 Obtention d'anticorps polyclonaux anti-T6F-p

2.1 Prédiction d'épitopes continus - Choix d'un peptide synthétique

La figure 7 présente les résultats limités aux échelles d'hydrophilicité de
Parker et coll. (1986, 137), de mobilité de segment de Karplus et Schulz (1985,
91) et de feuillet p inversé de Garnier et coll. (1978, 60). Celles-ci sont
considérées comme les plus performantes en utilisant un seuil de +0,7 fois
l'écart-type de l'étude statistique (Van Regenmortel et de Marcillac (1988,
189)

L'etude de l'hydrophi 1icité démontre que vingt cinq aCIdes ammés sur cent
douze sont "epHopes contmus" avec la presence d'un seul tnplet . resldus N" 11­
12-13 en partie N terminale. L'étude de la mobilité de segment fait apparaitre
quatre séquences continues: acides aminés N" 9-13,55-59,68-71 et 94-100,
une séquence en partie Net ( terminales et deux centrales parmi les quarante et
un résidus "positifs" sur cent six. L'étude de feuillet p inversé permet de mettre
en évidence trente et un résidus "positifs" sur cent douze avec un triplet (acides
aminés W12-13-14) en partie N terminale, un quartet central (résidus N" 37­
38-39-40). Onze acides aminés disséminés (sauf W 95,97 et 99) sont communs
aux trois méthodes et quatre aux huit méthodes réalisées: résidus W 26) 37) 95
et 97. La lysine est prédominante parmi ceux-ci: cinq acides aminés sur les
onze communs aux trois méthodes et la totalité des quatre acides ammés
communs aux hui t méthodes.

Selon ces résultats et les indications de l'étude de Flanders et coll.
(1988, 54), la séquence choisie du peptide synthétique correspond aux résidus
N" 91-106 avec une cystéine en position W90 en place d'une tyrosine afin
d'obtenir deux sites de couplage différents: cystélne N"90 et tyrosine N"91.

La recherche d'homologie de séquence primaIre du peptide (-91-106 par
intérrogation de la banque de données SwissPROT a révélé des homologIes de la
sequence 91-106 de 75 a 100% pour les TGF-p formes l, 2, 3, 4 et 5 parmI
dIverses especes, de l'homme a la grenouIlle L'étude plus partlcullere des
homologies entre la séquence 91-106 et les différentes formes d'actine et de
myosine n'a pas donné de résultats positifs.
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Figure 6 : Dosage biologique du T6F -p 1 par inhibH ion de
l'incorporation de thymidine trHiée par les cellules CCL64. De<:,
cellules CCL64 non confluentes sont incubées pendant 24 ri avec une garnrne de
TGF-p 1 (0.05 a 1ng/ml ou 2 j 40 pîH Une courte mcubation (pendant les quatre
(Jërrllél-es IwuresJ avec 7,4 kE;(j/rnl ((),2 IlCl/rnl) cIe tl')yrnleJme trltlee pérrnet
(j'evaluer l'mr\1tYltlOn (J'1r\COITloratlOrI lnclulte (pourcentage (j'ml-l1l)ltlOn) Une zone
ut 118 (Je (Jo::,age est observee pour des concentrat lOns (je TGF -p 1 de 0,1 a 0,6
ng/rn Î (4 à 24 pr"]) avec une EDSU = 0,24 nÇl/rn l (9.6 p[-1) Les POlnts repré'sent.ent
la rnovenne de t.r01s essaiS (P '- O\O~i)
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2.2 ImmunIsatIon - ProductIon des antlsérums

Les quatre lapms ont ete lmmunlses (sltes mtradermlques ou
mtramuscul;:;l1res) avec dlfferentes closes de peptlde conjugue a J'ovalbumme La
figure 8 montre le titrage d'un "poo]" d'antiserums en ELISA vis à vis du peptide,
du TGF-p 1 natif et réduit. Une intensité de réaction décroissante est visible
respectlvement pour le peptide, le TGF-p 1 redult et enfm, le TGF-p 1 natlf Le
tableau III decrlt la méthodoJogle d'immunisatlOn ainsl que le SU1Vl du degre
d'immunisation par ELISA (vis à vis du peptide, méthode décrite au chapitre
suivant), à partir de la prernière saignée Jusqu'à un "pool" de vingt trois
saiqnées correspondant au "pic" d'immunisation. Pour ce qui concerne la
première saignée, une dose de 500 ~g de conjugué par voie intramusculaire
permet d'obtenir une EOSO correcte et une absorbance maximale. L'étude du
"poo]" démontre que la plus forte EOSO est atteinte pour une dose de 1000 ~g de
conjugué et qU'une absorbance maximale est obtenue pour des doses de 100 21
500 ~g (voie d'injection intradermique ou intramusculaire). Les EOSO maximales
observées pour les dix premières saignées crIez les lapins P, C, S et B sont
respectivement de 1/5. 106 (1m3), 1/8. 105 (1m2, Im4et Iml0), 1/4105 (lm2
et ImS) et 115 105 (1m3). L'inJectlOn de TGF-p 1 purifié au laboratoJre n'a
permis qU'une faible "ré-immunisation" ponctuelle (EOSO 1/6,5. 103 -) 2,8, 104),

2.3 Caractér1satlon des ant1sérums

2.3.1 ELISA

Le suivi de l'immunisation des lapins a donc été effectué par cette
méthode en utisant le peptide comme antigène de revêtement. Il est à noter que
le lait écrémé a été choisi comme agent de saturation aprés comparaison des
bruits de fond observés en ELISA avec différentes concentrations de BSA,
gélatme de poisson (Sigma) et lait. Les pourcentages (par rapport à un témoin
négat if sans revêtement peptide) étaient, respectivement, de -25%, -42% et ­
57%. L'utisation du lait comme agent de saturation et de dilution a été étendue
aux autres techniques de détection immunologique du TGF-p 1 (immunoblotting
et immunohistochimie). Le titre de l'antisérum est caractérisé par la dilution
correspondant à une valeur moitié de la valeur d'absorbance maximale observée
pour ce même antisérum ŒOSO).

Il est à noter que les EOSO des antisérums vis à vis des conjugués à
l'ovalbumine ou à la BSA (100 ng/puits) sont respectivement de 8,3. 105 et 4,1.
104 par rapport au peptide: 7,3 103
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Figure 8 : Titrage d'un antisérum par ELISA. La réactivité de dilutions
décimales Ij'un "pool" d'antisérum est titrée vis à vis de différents antigénes de
re'./êternent le peptide (-91-106 (200 nq/puits,o ), le TGF-pl natif (20
nq/puits, 0 ) et le TGF -p 1 réduit (20 ng/puits,. ), Le système de détect ion
irnrnunologique de J'antigène sur priase solide est composé de trois éléments
,4BC (anticor'ps primaire, anticorps secondaire- pont biotine/streptavidine ­
peroxldase) La dllutlOn d'antisérum correspondant a 50% de J'absorbance
maxlmale observee (450 nm) est alors évaluée: EDSO



Tableau III: Protocole d'jmmunisation- Titrage des anUsérums produits.

!

1
Lapin P C S B

1

Voie d'injection ID lM 1~1 ID 1

l
Première 1000 500 250 100

1

1
Dose (lI-9)a i

i
1
1

Rappels 500 500 250 100
1

ED50b 1/5200 1/9800 1/4500 1/3100

Saignée 1 Absorbance max, (450 nm) 1,273 1.388 1,297 1,251

(antiserum non dilué)

ED50 1/5000 1/2300 1/2300 1/910

"Pool"'de 23 saignées Absorbance max, (450 nm) 2.086 2.121 1.997 2,189

(antiserum dilué 1/100)

a: quantité de C-91-106-0VA, injectee par ''J'oie mtr-aoerrni'~up (ID) cu intr,jr'ilu'::;cu]aire (11'1)
b : dilution cJe l'antisérurn correspondant <:1 Id rnoitié de la \/a]euf cj'Jt)~,crl),]nce (~Sr) mni rna;·:irnale (;lser\fPP
CEDSO)
Les te'3ts ELISA (vi~, à vis 'ju peptide (-91--106) ont etè r'p,jli5f':, sirnuité!nérnent et pour'le':) ql.Jatre lapH,o::,
(movenne (je troi3 eSS..31=, par ,jillJtion)

CXJ
'-J
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2.3.2 Immunoblottlng

La sensibi 1ite de detect IOn de la methode a ete mesuree par depôt de
differentes quantités de TGF-~ 1natIf (même s'il y a présence de monomère) R &
D Systems>, Dans les conditions opératoIres decrites} le seui 1de détectIOn se
sItue entre 5 et lOng

Il est a noter que le L- TGF-~ 1n'est pas révele par ce test
La specIficite de la détectlOn fut démontree par incubatIOn de l'antlserum

avec un exces de peptIde ou de TGF-~ 1 natif La fIgure 9 montre que le !)Iocage
des antIcorps est total avec le peptlde malS partIel avec le TGF-~ 1natIf

2 3 I<Da

25.0

12.5

Flgure 9 : Immunoblottlng et tests de blocage. La rJf;'tf;'C~l(W! Of;' T(,F-P! :iJt

r.)r:~1:!? ~J}il(ji? 3f) r eS eleOrophorl?SI? (I?n\/1ron!(lr) ng 1 3 ete testee par lnCIJDatllm
(jpl,j rnernnr,jnp OP "i l r rocp 1Iu1o~;e ,jVP( j ,jnT1 ,::,érurn ant J-C -9 1- 1\')6-1,1 VA 1 Cl li Ull on

il I(J) pUIS (jete'~tic,n nnmurlolc,qîque (~,lrillialre a 121 tecl'Irllque EliS"::') Les teST,
,Jt=: L;ji),~a9ë::ront. léé111:'E':' uar rapuun a url lllililur10b10ttîn i} t,ernOlr1 riët;i,::d,ii (1 J,

aUl'es HiCul)at.lon cie 1'arlti::rt?rurfl avec 10(; ~l\Jiini (jé Oéu1.JelE' (2j ou 10 FI/ill! dt:
.,..-~ (lI 3
1 I.)r -fJ 1 ( .i

2.4 Purification des anticorps

Différentes méthodes d'enrichissement et de purlf lcat lOn des ant lCorps
ont été réalisées pour leur utilisation dans les tests d'inhibition des activités
biologiques du TGF-~ 1, en IED) en immunopuriflcatlon et en lmmunohistochimie,

2.4.1 Précipitation au sulfate d'ammonium

Cette méthode grossière d'enrichissement précipite environ 70% des
protéines (mesure de la concentration en protéines totales de l'antlsérum et du
surnageant),

2.4.2 Chromatographie FPLC d'échange d'anions

Cette méthode perrnet la séparation de la fraction IgG, IgA et de la
fraction Ig~t Il est à noter des EDSO (ELISA vis à vis du peptide) de 1/2,1. 104
et 1/85) respectivement pour les fractions IgG + IgA et IgM par rapport à 1/2,9,
104 pour ]'antlsérum
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2.4.3 Chromatographie d'affinité sur protéine A-Sepharose

La purlflcatlOn effectlve des IgG est effectuee par cette methode simple
et raplde EnvJron 5,6 mg (5,1-6,8) d' 19G sont. obt.enus pour une lnJect lOn de 10
ml d'antisérurn. Les EDSO (titration ELISA vis à vis du peptide) correspondant à
l'antlsérurn, l'effluent de lavaqe et l'éluat ont été déterminées ponctuellement à
respectlvernent 3,2 104,6,8 -102 et 3,2 103 Il semble donc rester une fractlOn
ant icorps dans l'effluent de lavage.

2.4.4 Chromatographie d'immuno-afflnlté

Il s'agit de la méthode de purification des anticorps spécifiques par
affinité sur un antigène similaire (peptide conjugué à la B5A) à l'antigène ayant
serVl a l'immunisation (peptide conjugué a l'ova1bumme)

2.4.4.1 Préparation de l'jmmuno-adsorbant

Une quantité de 4,6 mg de peptide conjugué à la 85A mis en Jeu dans la
réaction de couplage conduit à un taux de couplage de 0,5 mg de conjugué/ml de
gel, le volume de la colonne étant de 4,45 ml.

2.4.4.2 Immunopurjfication des anticorps

Un chrornatogramme li'lmmunopurj f ication lies ant icot'ps à partir
d'antiserurn de lapin est présenté sur la Figure 10. Un volurne de 30 ml
d'antiserum injecté sur la colonne permet d'obtenir, en moyenne (vingt cinq
immunopurifications), 2,4 mg d'anticorps (1-6,5 mg). L'étude ELI5A (vis à vis du
peptide) de l'effluent (fractions de 2,5 ml) d'une injection de 30 ml d'un "pool"
d'antiserum ayant une ED50 importante (1/ J06) n'a pas mis en évidence une
saturation de la colonne. L'analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%, non présentée)
avec coloration argentique d'une préparation révèle une bande majeure à 125
kDa.

2.5 Inhibition des activités biologiques du T6F-p 1 in vitropar
les antisérums et les anticorps immunopurifiés

La capacité d'inhibition des anticorps sur les propriétés biologiques du
TGF-p 1 a été testée par utilisation des antisérums ("pool" de vingt trois
saignées des quatre lapins) et des anticorps immunopuri fiés (voir chapi tre
2.4.4.2 "1 mrnunopuri f ication des ant icorps"), Mais l'ut il isat ion de l'ant isérurn
pose des problèmes du fait de l'addition de sérum conséquente (présence
d'autres facteurs de croissance, d'Cl2-macroglobuline ",),
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Absorbance (280 nm)

1,0

0,5

InjectIon/Lavage EJution <Etape)

Figure 10 lmmunopurificatlon des antlcorps antl-(-91-106.
L Jntlsét'lJrn (5 i) ni li est JnJeete SUt' la colonne C-91-j()6-f3SA - Septi3t'ose U\9};'
7 cm) e<'lI.JIÎlt)ree en tampon PB:) a un ljei)lt (je 15,7 cmdl (!() mlltl! L.'ansornance
est SU1VIf a 28\..) mil et la total1te lies piCS collectee Apres lavage. la fractIon
antlcol'OS (tlarre) est eluee pal' une solutIOn tl'llOCyanate de SO(llUrn 3 rel en
tampon acétate de s0dlurn 0,1 1''1, pH 6,
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2.5.1 Test d'jnductlon de la crojssance de cellules NRK-49F en agar
semi-so1ide

La fIgure 11 montre une mhlbltlOn (comparaIson entre temom negatlf et
essai) de l'induction de croissance en agar semi-solide des cellules NRK-49F en
présence de 2 ng/ml (80 pr]) de TGF-p 1 (R & DSystems) et 5 ng/ml d'EGF L'effet
stimulateur des dilutlOns d'antlsérum seul (1/10 à 11103) est à noter Pour la
di lut ion 1/102, l'essai (ant isérum + TGF -p 1 + EGF) comparé au témoin
(antisérum + EGF), permet de constater une nette inhibition par cette dilution
d'antlsérum pUIsque le nombre de colonIes de l'essai est Inférieur au nombre de
co lonles eju temom malgré l'eHet stimulateur (non négllgeab le) de l'ant lserum
d 1 t L t , ' 'r'" "1()-3' l'') / 1) , t_ans eemOln, es an lcorps lmmunopurl les ~ _ a CL ~g, m non, pas
d'effet inhibiteur notable (résultats non représentés),

2.5.2 Test de fixation de TGF-p 1 radiomarqué au récepteur cellulaire

La fIxatIon lie 2,5 ng/ml (100 pl"J) TGF-pl ralilomarqué aux cellules NRK­
49F est lntiibée par l'antlsérum et par les antIcorps unmunopurlflés Comme le
montre la figure 12 , l'ED50 est de 1/60 pour l'antisérum et une concentration
de 102 ~g/ml d'anticorps mduit une inhibition de 30%. Il s'agit donc d'un essaI
ou les antIcorps de l'antlserum et les antIcorps immunopurlfiés demontrent un
effet inhibiteur sur les propriétés du TGF-p 1en tant que ligand

2.5.3 Test d'inhibition de l'incorporatlon de thymidine tritiée par
les cellules CCL64

Les résultats présentés sur la figure 13 permettent de montrer que
J'antisérum possède un effet inhibiteur, avec une ED50 de 1/70, sur l'inhibition
de j'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64 en présence de
0,25 ng/ml (10 pM) de TGF-p 1 CR & D Systems), Les anticorps immunopurifiés
n'ont pas démontré d'effet inhibiteur notable à des concentrations testées de
10-3 il 10 ~g/m1(résultats non représentés),

2.6 UtjHsatlon des antiserums en lmmuno-electrodiffusion

La figure t 4 montre une IED réalisée sur Phast5ystem. Les échantillons
sont des extraits plaquettaires neutres et actives par acidification transitolre
(envlron 20 ng/ml, 800 pM, activlté dosée par induction de cr01ssance des
cellules NRK-49F en agar semi-solide). Cette microtechnique utilise 7,5 fois
moins d'antisérurn que la technique classique. Des résultats similaires ont été
observés pour les deux techniques, Les fusées sont fines et la projection des
gels est utile pour l'interprétation, Les extraits neutres conduisent il la
formation de tro1s fusées alors qU'une fusée est observée pour les extra1ts
acidifiés. Il est à noter que la hauteur des fusées est proportionnelle aux



92

Colonies> 60 JUTI/9,6 cm 2

-

TGF-pl (2ng/ml,80pM> 1/10 1/102 111 03 DilutIons d'antlsérum

Figure 11 : Effet des anticorps sur les propriétés biologiques du TGF­
pl : Induction de la croissance des cellules NRK-49F en agar seml­
solide. Des diluticJns d'antlsér'urn (1/10 - 1/103) sont têstées çJÙur m!'liti\:~r

l' ir'iCJUc.t j orl de l'"ancJlor age 11\ciependence" par 1e TGF -~ 1 en pr-esence ci'ElJF ( 0 )

[)dr- r-::'Wi:ii)n a un ternOln negatlf \(jllutlon (j'antlsérurn '3an-:. TCJF-~ i, 0 ) et un
tenil)ln H:'F-~ 1 1,2 1"l9/r"nl ou :30 pit la ) LéS valeurs presentees (nornLxe (je

('olonles ) tSO Ilm/~\6 !~mL) corr-espondent a la moyenne de trolS essalS
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% du contrô Je
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50 _

JO 102 103 102 la 1 10- 1

Di lutions d'antisérum (1 /) Anticorps ImmunopurHlés (Ilg/ml)

Figure 12 : Effet des anticorps sur les propriétés biologiques du T6F­
pl: fixation de TGF-p 1 radiomarqué au récepteur cellulaire. Des
dilutions d'antisérum (1/10-1/103, ml) et d'anticorps immunopurifiés (10- 1 ­
102 ~g/ml, 0 ) sont testées pour inhiber la fixation au récepteur cellulaire de
TGF -p 1 radiornarqué (2,5 nq/m1 ou 100 pr1). Les résultats sont exprirnés en
pourcentage par rapport à un témoin négatif (sans antisérurn ou anticorps
immunopurifiés). Les valeurs présentées correspondent à la moyenne de deux
essais.
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Inhibition (:r.:)

100

50

TGF-pl (0,25 ng/ml, 10 pM) 10 102 103 Dilutions d'antisérum (11 )

Figure 13 : Effet des anticorps sur les propriétés biologiques du TGF­
pl: inhibition de J'incorporation de thymidine tritiée par les cellules
CCl64. Des di lut Jons d'21nt lsérum (1/ 10-1/1 ( 3) sont testees pour mhlber
l'lnl'lll)ltlOn de j'lncor'poratlOn (je tllymld1tw trltlee par les cellules CCL64 pc)!" le
TGF-~~ 1 ((),25 ng;rnl ou 10 pr"1) Un temom H7F-~ 1 est presente (r;;]) Les re'3ultats
sont exr.wlnlPS en tenant compte (jes resultats otltenus pour un ternom negatlf
(sans Ti3F-~~ 1) Les valeuro::, presentees (pol.wcentage tlmhll)ltlOn) correspontient a
la rnovenne (je trOIS essaIs



95

dilutions d'un extrait neutre (1/1 à 1/8,20 à 2,5 ng/ml, 800 à 100 prvD. La
présence de plusIeurs fusées superposées est caractéristique d'un antigéne
hétérogéne (Laurel] 1972, 103). Des échantillons de TGF-pl (R & D Systems,
jusqu'à 1 ~g/ml), de SLC recombInant (jusqu'à 1 mg/ml) et de L-TGF-p 1 pur1flé
(jusqu'à 0,1 mg/m 1) ont été app1iqués. Le SLC et le L-TGF -P 1 activés ou non ont
conduit à un résultat positif. Deux précipités sont visibles pour les échantillons
activés. Le TGF-p 1 n'a pas donné lieu à la formation de fusée même en présence
de B5A 1et 10 mg/ml dans l'échantillon ou de PEG 2000 (5 et 10%) dans le gel.
Des échantillons 3 1 mg/ml de conjugué ovalbumine (immunisation) ou de
conjugué BSA (immunopurification) ont permis de mettre en évidence au moins
quatre fusées dans le ·cas du conJuguÉ' ovalbumlne avec une lntensité
partlCullere pour l'une d'entre elle correspondant certalnement a des antlcorps
plus part ieul ièrement ant j-ova lbum ine.

Pour diminuer un bruit de fond important et gênant pour l'interprétation,
des préparations enrichies en anticorps ou plus purifiées ont été expérimentées
(voir chapitre 2.4 "Purification des anticorps"). Des fuseés ont été observées
mais, mis à part pour les anticorps immunopurifiés (précipité trés flou), le
bruit de fond n'a pas diminué notablement. Un "lavage" plus long du gel est plus
eff icace . . ~~~UÀÎJt)',\,r. ~ *\

1 (il -1",\~Q'~ ,$/
'-..:.""f'iO'll 4@ ~/

-...~ _•.• ,...-v"

1

1

1

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figure 14 : Immuno-électrodiffusion. Des extr'alts olaQUettalres
(conCenuatl0n en TC-iF-p 1 d'enViron 20 ng/rnl ou 800 pf-1 évaluée par lnliuctlOn lie
la UOlssarKe cie cellules r~RK-49F en agal- sernl-so11de) neutr·es (1-5) et activés
(6-10) ont été testés en electro-irnrnunodiffusion (Prlast3vstern Prlarrnacia LKB
Bjotecrlflolog'y'). Aprés coloration au l)leu de Coomassie, trois jmmunoprécipités
(flèches) ou fusées sont vIsibles pour les extraits neutres alors que pour les
e~tralts act lves, un imrnunopréclpi té est observé
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2.7 Utilisation des anticorps immunopurifiés en immunohisto­
et -cytochimie

Olt't'erents tISSUS normaux ou patholo91ques ont été étudIes pour la Imse
en eVldence de n3F-~ par les anticorps antl-C-91-106-0VA lmmunopurlt'les sur
(-91-I06-BSA - Sepharose Les témoins negat1fs sans antIcorps prImaires
anti-(-91-106-üVA mais avec IgG de lapin (serum pré-immuns) ont toujours
été de bonne qualité (b,-uit de fond inexistant ou trés faible), Environ quinze cas
ont été étudiés pour la prostate, Pour ce qui concerne le sein, il s'agit d'une
étude portant sur quatre cas de lésion bénigne (où Il y a présence de cellules
myo-épJthéllales), La figure 15 présente les résultats positifs obtenus dans le
cas d'un carcinome de la prostate, de glandes mammaires, de vaisseaux
sanguins, d'une ponction-biopsie osseuse (PBO) et de cellules musculaires lIsses
en culture Le marquage, tres net, observé sur la coupe de prostate se sItue au
niveau du tissu musculaire lisse alors que les structures carcinomateuses ne
sont pas marquées, Cette glande est ricl)e en tissu rnusculajre lisse et celui-ci
est éqalement marqué dans le tissu normal ou adénomateux (hypertroprtique),
Cette révé lat ion immunohistochim ique est présente pour les cellules myo­
épI thé l iales des glandes mammaires et les pérlcytes des vaisseaux sanguins ou
les cellules musculaires lisses de la media vasculaire, Le tissu musculaire strIé
n'est pas révéle Parmi les cinq PBO étudiées, une seule a démontré un marquage
lntracytoplasmlque au nIveau des mégakaryocytes Enfin, un marquage granulaire
est observé pour les cellules musculaires ]isses en cul ture, Ce lui-ci semble
ordonné selon les rnvofilarnents du cytoplasme, Les fr"ottis de moelle osseuse
(quatre cas) n'ont pas démontré de marquage mais il est à noter que ce tissu
étant trés "sanguin", la qualité des tests est médiocre, Les frottis plaquettaires
n'ont pas donné de résultats significatifs, la qualité du marquage étant plus que
médiocre, Enfin, trois cas de leyomyosarcome, tissu cancéreux du tissu
musculaire lIsse, n'ont pas démontré de marquage,

L'îmrnunoblotting réalisé sur le mileu conditionné par les cellules
musculaires lisses et l'extrait cellulaire associé n'a pas démontré de révélation
non spécifiques au niveau des protéines présentes dans ces échantillons
(activés ou non). Il est éga lement à noter que la présence de TGF-~ n'a pas été
mise en évidence (probablement quantité trop faible),

3 Purfffcatlon du T6F-p 1 humaIn d'orfgfne plaqueUafre

3.1 les concentrés plaQuettalres humaIns périmés

Il a été possible de récolter environ mille poches de concentrés standards
de plaquettes humaines, périmés du jour (cinqième jour) durant une période de
trois mois (lundi-vendredi), Combinée à des chiffres indicatifs du C.R.T,S. de
Nancy-Brabois, cette observat ion permet d'est imer à environ quatre à cinq mi Ile
par an, le nombre de concentrés périmés pouvant être obtenus à des fins de
purification de facteurs de croissance.
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Figure 15 Detection Immunoh1stochlmlque du T6F-p par les
anticorps Immunopurlflés. A : carcinome de la prostate (objectIf X 10), le
tissu musculaire lisse (TMU est révélé par rapport au tissu cancéreux (K). B :
glande mammaire (objectif X 25), le marquage se situe au niveau des cellules
myo-èpithé1ia les (MY) C : pèrJcytes vasculaires (objectif X25)



Figul"e 15 (suite) D : Ponction-biopsie osseuse (obJectif X 40), un marquage
intracytop lasm ique est vis ib le pour les mégakaryocytes (MK). E . ce llules
musculaires 1isses en culture (obJect if X 100), un marquage intra­
cytoplasmique, ordonné est visible.
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Les poches sont traitées le jour de leur péremption pour isoler les culots
plaquettaires (i 1est à noter une proportion non négl igeab le de globules rouges
dans ces culots) Une possibilté pratique serait la congelation, au fur et à
mesure, permettant ams! une collecte plus Importante et plus alsee des
concentrés,

Un dosage ponctuel de la ~- TG réalisé sur le plasma de plaquettes
périmées non congelées et aprés congélation a démontré une augmentation de
80% (13300 -> 24l..')00 ng/ml), Alors que le dosage paralel1e de l'activité TGF-~

(inhibi t ion de l'incorporat ion de thym idine trit iée par les ce llules CCL64) a
déce lé une augrnentat ion de 11,5% (89 -) 99 ng/rn 1),

Vingt cinq à deux cent concentrés ont été utilisés dans les méthodes de
purification décrites.

3.2 Purification du TGF-p 1 selon la méthode d'Assoian

Ouatre pur1flcatlOns de ce type ont été reallsees

3.2.1 Lyse - extraction

Lors du lavage des culots plaquettaires, il a parfois été observé ce qui
semble une activation des plaquettes, se traduisant par une diminution
importante du volume du culot (avec un aspect plus transparent), le culot
globulalre se retrouvant en phase supérleure.

La procedure lie lyse - extractIon ne pose pas lie prol)lème, mIse a part la
manipulation délicate d'éther qui demanderait un matériel protégé. L'extrait
éthanol acide est brun. Aprés centrifugation et ajustement à pH 3, la
préparation limpide est jaune clair. L'addition d'éthanol-éther donne naissance à
un précipité nébuleux, blanc. Aprés centrifugation et redlssolutlon dans J'acide
acétique, la préparation est Jaune-brun.

L'exemple présenté, ici, correspond a une purification réalisée à partIr de
vmgt cinq concentrés périmés

3.2.2 Filtration sur gel 1

Un chromatogramme de cette première étape qui permet d'éliminer les
protéines de PM ) 60 kDa et de séparer grossièrement les protéines de PM
slml lalre au TGF -~ 1 est présenté sur la figure 16, L'élut Ion du TGF-~ 1 se situe à
18 kDa (Kav :: 0,32),



Absorbance (280 nm) B5A CHY cn INS TGF-pl

0,10

0,05

(ng/ml) l(pM)

50 L 2000

25 L 1000

f-'
o
o

50 100 240 (fraction nO)

Figure 16 : Filtration sur gel 1. L'eYtr'ait plaqupttjlre r=':C rnl i addH10nnl? ,je ':,2ICClyw(;::e ,<~'.;,; e::t lnJ~:,te_jIH

la colonne (4°C) (je BlOgel P-60 coarse (S >' 33.~5 '::r'(I) equlliIJ!-pe ~'ri aCl(jp ,l.=~'tiqlje 1 1/1 :1 un (Jetijl ,je 1 Uli/ri r>}
rnl/h), L'atl::.orbance e'3t ::,uivie à 280 nrn et (Jes fr-;xtlOrs ,j,:;::, 1î113'~mt col1ect~.::.c::" Le:, rlf,n'le3 !r';(jI'JI.Jer,t \..1
oosition d'éJutioli (calibr"ation) (jes protéirw::, ITlê!rqljPur::, (1(::' pOleJ:= IllOl~'cul.jlre B5A, t';-:; f[:(j

j'lyrnotrYPslric,gène A, CHY. ?7 kDa ,; cytocrH'OIllE' C, CYT, 12.::; kD] ; ]i)'::;',llir'le, IN5, t, k[i,j 1"1 PC'-:'lti')I', CJ'E,j'jtIOI"j CPi

TC3F-pl (18 kDa) a eté déterminée par do:.age t,io!r.. gique 'lrI(jlJ(tion de la UOl':.':::,ê1nce cie rJ'J!ll]e3 t"j~J -"~<?-F dl ,3'pr
3erni-solide, concentration en nq/ml ou p~l).) '3'X èct).]f1tillor-j (jE::. fract!crY:.. j"h,pr,ili':.é:) fn I)t(-ser-v/' cJe rT:;,\ 1
mq/ml. Les fr-'ac t ion::. T(JF-~ 1 rpunie'3 '30nt ir'l(jiq"JPf":. P,lI 1;"1 tl:ltre
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3.2.3 Fl1tration sur gel 2

La présence d'urée 8 M permet 1a séparat ion du TGF-p 1 des protéines de
PM voisin en évitant son élut ion "retardée". Comme le montre la figure 17,
ré lut ion du TGF-p 1 se situe à 20 kDa (Kav =0,12).

3.2.4 Chromatographie en phase inversée

Une dialyse contre une solution d'acide acétique 1M et une lyophilisation
ont été réalisées avant injection sur une colonne FPLC Pro RPC HR SilO. La
figure 18 présente le chromatogramme de cette dernière étape. L'élut ion du
TGF-p 1 se situe à environ 36% d'acétonitrile.

3.2.5 Bl1an de purlf1catlon

Le tableau IV présente le bilan d'une purification ayant porté sur vingt
cmq concentrés
Les quantités de TGF-p 1 évaluées dans l'extrait (200 ng> et dans la fractlon
filtration sur gel 1 (1750 ng) sont faibles et discordantes. Ceci souligne les
difficultés de quant if icat ion biologique du TGF-p. Environ 95% des protéines de
l'extrait sont éliminés aprés la filtration sur gel 1 et seuls 1% des protéines
Injectées sur la colonne de fi ltration sur gel 2 sont retrouvées dans la fraction
T(JF-p 1 Il est a noter qu'il n'a pas été posslble d'évaluer la concentration
proteique dans la fraction phase mversee. Une trés forte perte de TGF-p 1 est
observée lors de cette étape de chromatographie en phase inversée. Le
rendement final de purification est estlmé à 10,8%.

3.2.6 Caractérisation du TGF-p 1 purifié

L'electrophorèse en gel de polyacr'ylarnlde avec gradient (8-25%) et
coloration argentique permet de contrôler rapidement l'efficacité des
différentes étapes de purification. Sur le gel présenté en figure 19 , une bande
se situant à un poids moléculaire de 25 kDa correspond probablement au TGF-p 1.
Aprés la première étape de filtration sur get une trés forte contamination par
des protéines d'environ 14,4 kDa est visible. Une amélioration notable est
obtenue après la seconde étape de filtration sur gel et une bande de PM 55 kDa
peut être observée. Cette même bande n'est plus visible aprés chromatographie
en phase mversée malS une contammatlOn par des protéines de petits PM
persiste (Pt1 inférieur à 14,4 et jusqu'à 20 kDa).
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Figure 17 : Filtration sur gel 2. Le~· fr3ctinn~, T(,F-P 1 rE'LWli'7':' Cpi'ececJente et,3pe) ':,Olli l:/,)prlil!:éé'') t'I

reconstituées par 1 rnl de solution d'acide acétique 11'1 - t.lIee 31'1-- -=,J,>J',,::Ho'3e e;~ L'pcrl,jllt:i1 lci r, ':":,t !f1}':,~rt')IJI

la colonne de Bio-Gel P-60 fine (1,6)< 80 cm) éq.Jilitn-ée (Jans la 'solution ,J'ide Z'Jcftique 111 uree e 1'1 ,j '.H,
(jébit cje 1,5 crn/h (] ml/r1), L'at!sorbance est3uivie à 23() mn et (Je::, f'r::xtions ;je 0,5 rnl ~-ont (uljecté~:'::> i.t"',
flèches indiquent la position (j'élution (calibration) cles pr-()teine'3 t:1arCiueur'::. (je poicJ:, molécu1.3Ire· BSA, 63 ~ D,j
; chYrllotryps inogène A, CHY, 27 kDa ; cyt octlr~orne c) CYl, 1:.? S ~~Dj ; iD~J1JJkCJ,_lNS.L-lllL~J. La r'c<: it ion (l'é 1ut lOf;

\ju TGF-A 1 (20 kDa) a eté déterminée r-'ar (josaoe t,io1e,qiql.Je (]ndu,~rion (JE' la (i'Oi-:,'3-3rKE' (je cellule'::; ~'·Jr:J-::49F dl.... ~ ~

aqar serni-~,olide, concentration en ng/rnl ou pl"l,.) ':;,UI' É'cfy:mtillon (jEc''.:, f'r.j'.::tion3 cJialy-=,é'3 Hl presence (je e~:,,::" 1
iTlg/rnl contre une ::,olution d'acide acétique 1 ri pui':,IY('f~,t-1Îli3e') L.i'': rCr.:::Ktiurl~ TGF-p 1 rélJi'11E'::,)()nt 1f!<jiqiJi-'O>"'-:'
par la barre.
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Figure 18: Chromatographie en phase inversée. Lf~'': !ract!ün~, TC,F-pl rE'urlit<:, 'J'tape de TiltratHor-')lJl \~1:i

2) sorlt dialysées contre une ~~olution (j'acide acétJque 1 fi puis ]'>ior,rlili'sep':, ReCOly:,tit1k'E<:, [,ar- 1 [,II
.j'acétonitrile 25% - TFA. 0,1%), 1'ècharltillon filtré '\"::~::, ~rn E"<,t irlJect.:::' '::,:j!' lj (C,l')fH1E' FPU:: Prc, PPC rH:':: c/ i('

équilit1rée en ~,olution acétonitrile 25% - TFA, 0,1 ~~J ;:J !JiÎ (Iebit .jp q:~' Cin,/,-) (1 e rr!Utl) Ar'ré) ]J\/.J(je, un 'Ji dC:j'?ld

linéaire (--) de 25 a 5 1)% cfacetonitrile en TFA O.I,~: e::t develof'r:+ f,('rldant 60 InH! L'jt',:,orl),)r)(f P':.t <;lJiVl>è' .3:'
[lm et des fr"actiorl~' de 0,5 l'Til sont collectees, L.l po'::,ltiurl cl',:>lutF,r, (ju Ti)F-p 1 (V)'i: Ja,:ernr-:Hr ilc.' .3 -;OU,

,jéterminée par dO'3age t)iologique (lnductior'i de 1.1 CJOI':,':'-,anc.'?, .J~?>~llulE"":, ~!H --Lj9F el-) ,j'}Jr ',enll-sollcJe
concentration en nq/rnl ou pr-1,. )3ur éct-)antil1oil (jES rr':::JctlN,::,I):cr'i-1ili:;(>';' en prt'serFi? cie CI'3A 1 rn'J'ln1 [';":'
fractions TGF-~ 1 r-èunie-::, sont indiquées par la (larre



Tableau IV : Bilan de purification selon la méthode d'Assoian (vingt cinq concentrés).

Volume Concentration Quantité Concentrat ion Ouantité Activité Facteur Rendement

Etape en protéines de protéines en TGF-pl deTGF-pl spécifique de purification de purification

(ml) (~g/ml) ( mg) (ng/ml) ( ng) (mg/mg. 10-6 ) ( %)

Extrait 20,0 4187,0 83,74 10 200,0 2 1 100,0

Filtration
sur gel 1 50,0 82,0 4,10 35 1750,0 427 177 875,0

i-'

Filtration 0
+:0-

sur gel 2 5,0 7,5 0,04 332 1660,0 44267 104 95,0

Phase
inversée 0,5 43 21,5 1,3

Rendement final de purification: 10,8
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Figure 19 : Analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique du TGF-pl (flèche) purifié selon la méthode d'Assolan. Le~
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'soyDean UypS,11'\ Jril'I 1f) 1tOI', cJ\:I, i k[J::1 ,a-i~1cralnl)rnlnp, i 4,4 k[IJ

J.J Pur1f1cat1on du TGF-p 1 selon la méthode de Cone

Six purifications de ce type ont été realisées

3.3.1 Lyse - extraction

Cette méthode de lyse - extraction directe des culots plaquettaires (deux
cent concentrés) permet leur traitement rapide et aisé. L'extrait éthanol acide
est semblable à celui de la méthode d'Assoian. L'étape d'évaporation rotative
permet une réduction de volume de 50% de l'extrait. Une dialyse contre le
tampon d'èquil ibrage permet d'ajuster la force ionique en évitant une
augmentation de volume par dilution

J.3.2 Chromatograph1e d'échange de cat10ns

Un support hydrophl1e d'utl1isatlon trés aisée (bonne resistance
mécanique, débits élévés ..J a été expérimenté en chromatographie liquide (COOH
5pherodex, IBF-Biotechnics). Une élution-régération par une solution de NaCl 1M
n'a pas permis la désorption de TGF-p 1, Une tentative d'élution par gradient
linéaire jusqu'à NaCl 3 M (en 20 h) a également (choué. L'application de la
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solution de régénératIon AIAc aprés la solution de régénération HCI, élue
l'activIté TGF-~ 1, Cette fraction est lactescente car elle doit contenir des
1iPides ou 1ipopro té ines désorbés par 1a forte proport ion d'éthano1 (60%) en
milieu acide acétique <0,5 M). Un exemple de chromatogramme est présenté sur
la figure 20

3.3.3 Chromatographie en phase inversée

Comme Indiqué sur la figure 21, l'élution du TGF-~ 1 se situe à environ 35
ro d'acétonitrile.

3.3.4 B1Jan de pur1f1cat1on

L'exemple présenté sur le tableau V est une purification portant sur deux
cent concentrés. Les quantités de TGF-~ 1dans l'extrait et la fraction échange de
cations sont discordantes soulignant, à nouveau, les difficultés de
quantification du TGF-~, L'efficience d'adsorption sur le support échangeur de
cations est de 98-99%. Il est à noter qu'il n'a pas été possible d'évaluer la
concentration protéique dans la fraction phase inversée, Le rendement final de
purlf Icat IOn est est imé a 11 %

3.3.5 Caractérisation du TGF-p 1 purifié

... [nrnere

kDa

94,0
67,0
43,0 -
30,0
20,1
14,4

L'analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%, présentée sur la figure 22) avec
coloration argentique permet de mettre en évidence dans la fraction échange de
cations, une contamination majeure par des protéines de petit PM par rapport à
la bande TGF-p 1se situant à 25 kDa,

AJAc PM PI ,'c,,~')\\\>

~
~. '~e\.\\)~\:::'·:':·.\.'.·.·' ..i'.

L. rt,J'I'1,/
~ti.~~_~:'~/

Figure 22 : Analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique du TGF-p 1 (flèche) purifié par la méthode de Cone.
Echantillons appliqués chromatographies d'echange de catIons (AIAc) et phase
Inversee (PI)
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Figure 20 : Chromatographie d'échange de cations. L'é:<trait plaquettalf-é (~'=)O III]) t::':::.t inJécl>' :::·ur 1,:1

colonne de COOH-Spherocie>< (::' >< J:) un) équilibrée en tan"iPon acétate de sc,diurn 0,025 Il, pH ~))5, ,~ url deLlit df'
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r~egénération ~.ont inJectée'3 21 un débit ,je 2'0 i:::rn/i-) (400 rnl/rl) La position (j'eJutic)i' ijU TGF-p 1 (fi'ddior, ,L:.jAc,
barrel a été déterminee par' ,josage biologique (fr:<atiorl cornpétiti\/f~ au recepU'LJr) sur echaniillu, (ji-' f~·.j(tl()r,'C,

jialvse en présence (je B:3A, 1 mg/ryd et lyopiiilise,
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Figure 21 : Chromatographie en phase inversée. Le pIC de regener'atJOn
AjAc de l'étape précedente est SOUllllS 2J evaporation rotatIve a40°(, centrifuçjè
et lyûpl-lilisè. Après réconstitution (8 ml d'acétonitrile 25% - TFA 0,1%) et
filtratIOn 0,45 ~m, l'écrlantillon est injecté sur la colonne FPL( Pro RPC HR
S/10. Url qradient l1rléaire (--) de 25 t) 50% d'acétonltrile en TFA 0,1% est
développé pendant 60 min (méthode d'Assoian), l'absorbance est suivie à 280 nrn
et des fractions de 0,5 ml sont collectées, La position d'élutlon du TGF-p 1 (35%
d'acéton i tri le) a été déterm inée par analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec
color3tion 3rgentique d'échantillon de fractions lyophllisé.



Tableau V : Bilan de purlfication selon la méthode de Cone (deux cent concentrés).

Volume Concentration Quantité Concentration Quantit.é Activité Facteur- RendementEtape en protéines de protéi nes en TGF-p1 de TGF-p 1 spécifique de purification de purification
( ml) (lJ.g/ml) (mg) ( ng/ml) ( ng) (mg/mg. 10-6 ) (% )

Extrait 250 700 175 2800 7.105 4000 1 100
~

0Echange de
lDcations 11 4690 52 1,7.105 1,9.106 36247 9 267

Phase
inversée 24 3300 7,9. 104

4

Rendement final de purification: 1 1
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L'étape de chromatographJe en phase 1nversées é1lm lne une grande part le de ces
contaminants puisqu'il est alors possible d'observer deux bandes contaminantes
majeures à 19 et 14 kDa. Un immunobloUing a confirmé l'identité TGF-p 1 de la
bande se situant à 25 kDa.

3.4 Purification du T6F-p 1 selon la méthode neutre

Cette méthode de purlfication appliquée à la préparatIon de TGF-p 1 est un
des éléments d'un schéma de purifIcation global de facteurs de croissance
humains d'orIgine plaquettaire. Elle fut d'abord expérimentée lors d'un premIer
stage pré-doctoral au L1CR effectué pour l'apprentissage de la méthode de
purification du L-TGF-p 1. Une dizaine de purification de TGF-p 1 par cette
méthode neutre a été réalisée

3.4.1 Lyse -extraction

Le choc osmotjque et/ou les congélations/décongélations ont été
comparés. Il est observé sur la figure 23 qu'une seule congélation/décongélatIOn
est très efficace par rapport au choc osmotique seul. Ensuite, il y a une
stabilIsatIOn par rapport au nombre de ces congélations/décongélations maIs la
combinaison choc osmotique - cinq congélations/décongélations semble plus
efficace que cinq congélations/décongélations, donc ce protocole fut appliqué
Cdeux cent concentrés).

3.4.2 Chromatographie d'échange de cations

L'etape de chromatographie d'échange de cations permet l'adsorpt.ion de
traces de TGF-p 1 présentes dans J'extrait neutre qui sont éluées dans la
fract. ion f\lA.c.

3.4.3 Chromatographie d'échange d'anions

Cette seconde étape est trés importante puisqu'il y a adsorption de PD­
ECGF et L-TGF-p 1. Une étude de la molarité en NaCI (accroissement par palier de
100 à 1000 mM, résultats présentés sur la figure 24) nécessaire à l'élution du
L-TGF-p 1, dans les conditions opératoires décrites, a démontré que celle-ci est
maximale à 300-400 mM, En conséquence, comme présenté sur la figure 25., la
première élution est réalisée à 200 mM et la seconde à 500 mM en NaCI. La
régénération du support est réalisée par le tampon d'élution 3 CNaCI 1000 mM)
et la solution de régénération, La première étape d'élutlon permet la desorption
d'un anneau noiratre puis un second rouge (hémoglobine).
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Figure 23 : Lyse - extraction neutre des concentrés plaQuettaires. Une
cornparaison dé l'efficacitf de la lyse - extraction des plaquettes par ct'IOC
osmotique (CO) et/ou congélation/llécongélation (CD 1-5) a été f'éalisée. Le
dosage liiologique du TGF-p 1 dans les différents e:<traits a été effectué par
induction de la croissance de cellules ~~RI<-49F en agar' semi-solide (aprés
activation). Le nornlire de colonies:,. GO Iim/9,G crn2 représenté corTespond à la
différerlce frltr-e la valeur de j'écriantillon non activé et la valeur de
l'éOiantillon activé.
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Flgure 24: Conditlons d'élutlon du L-TGF-pl du support échangeur
d'anlons : Q Sepharose Fast Flow. Un extrait plaquettaire (vingt concentrés)
est injecté (1) sur la colonne (4°C) de 0 Sepharose Fast Flow (2,6 X 7,9 cm)
equlllbree en tampon phosphate de sodlum 10 mM, pH 7,4, a un débit de 19 cm/h
(100 ml/hi A.pres lavage (U, la molarité en chlorure de sodium dans le tampon
phosphate de sodlum 10 mfv 1, pH 7,4 necessalre a l'elution du L- TGF-p 1 a ete
fjetermmée par elution par pal1er (~laCl 100 a 1000 m(1), collecte de la totallte
(jes plCS et dosage du TGF-p 1 (apres activation) par induction de crOlssance de
cel1ule:: ~IRl<'-49F en agar semi-solide (nombre de colonies cellulaires de
dlametre superleur a60 Ilm/9,6 cm 2) Un témoin TGF-p 1 (S nglml ou 200 pM)
est presente
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Figure 25 : Chromatographie d'échange d'anions. I_'e::<trait piaqueU:ail"e ;jyant ~.ub!t une rTerni~?re
crwomatographie 6éctlange (je cations sur' COOH-:)prierO(je::-:: (200 ml) e':.t injecté :,!jl" la '::-nlonne (.::toC) ,je Cl
'3eprlarose Fast Flow (2,6 >: 7,9 cm) equilibr'ee en tampon prlo~,prlate (Je s()diurnl 0 rnrl. pH 7,4 a UI) CiÉ'tiil (j".: 1Ç!

cm/h (100 ml/h), L'absort)21nce e~,t suivie à 28-0 nm et la totalite de3 pks E"3t collectee Le l_-T()F-Bl e3t élue
(élution 2) dans la fraction corre:.pondante au tampori prlo'3phate (je 30eJiurf! 10 rnl'1, rJaCl SOU n"ll1, pH 7,-+ (l).jrre i
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3.4.4 Préc1pHaUon au sulfate d'ammon1um et acUvaUon

La precIpitatIOn au sulfate d'ammonlum à 35% de saturatlOn et à pH neutre
const itue une etape de concentratIOn du L-TGF-~ 1(62% des protéines précIpites
et 97% du L-TGF-p 1), Cette opération est effectuée dès la fin de la collecte de
la fraction d'élution 500 mM en NaCl.

L'activatlon du L- TGF-p 1 oriente la puriflcatlOn vers la préparation de
TGF-p 1. Cette étape est critique puisqu'elle libère le TGF-p 1de son complexe et
les problèmes d'hydrophobicitè de cette molècule sont à prendre en compte pour
éviter des pertes trop importantes. Différentes méthodes d'activation par
aCIdifIcatIOn, en presence ou non de BSA 1 mg/ml, ont ete expérimentées Les
résultats en sont présentés sur la figure 26. La présence de B5A pour diminuer
l'adsortion hydrophobe du TGF-~ 1 est utile dans tous les cas mais d'une façon
marquée pour la dialyse en acide acétique 1 fvl. Il est certain qu'une telle
adjonction de B5A n'est pas possible dans un protocole de purification. La
dialyse contre une solution d'acide acétique 1 M ou l'addition directe d'acide
acétique concentré dans l'échantillon Jusqu'à une concentration de 1 M, en
absence de B5A, semblent les mei lleures méthodes d'act l'lat ion.

3.4.5 Filtrat10n sur gel

Cette étape (chromatogramme présenté sur la figure 27) simi Jaire à la
filtration sur gel réalisée dans la mét/,ode d'Assoian permet une purification
partielle du TGF-p 1(Kav =0,39) par élimination des pr'otéines de Pf'1 >60 kDa,

3.4.6 Chromatograph1e en phase 1nversée

Cette étape n'a pas été réal isée systématiquement mais seulement dans
le but de trouver un outil pour améliorer trés significativement la qualité de la
préparation du TGF-p 1 aprés l'étape de filtration sur gel. En utilisant le système
FPLC Pro RPC HR 5/10 (chromatogramme présenté sur la figure 28\ l'élution du
TGF-p 1 se situe à environ 32-33% de 1-propanol. L'analyse 5D5-PAGE avec
coloration argentique (en encadré) démontre la persistance de protéines
contaminantes de petit PM. Il est à noter la présence d'une bande 55 kDa au
dessus de la bande TGF-p 1 se situant à 25 kDa.

3.4.7 F1ltraUon sur gel HPLC L1chrospher 51 DIOL

Lors d'un essai qualitatif, ponctuel, cette métrlode a permis la séparation
effect ive de trois pics (présentée sur la figure 29) dont la concentration
protéique trop faible n'a pas permis une analyse par SDS-PAGE avec coloration
argentique (la totalité des pics lyoPhilisée et appliquée pour une analyse). Ne
s'agissant pas d'une étape de filtration sur gel au sens propre du terme (autres
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Figure 26 : Conditions d'actlvatlon par acificatlon du l-TGF-pi aprés
précipitation au sulfate d'ammonium. Une fraction d'élutlOn de L-H7F-p 1
par Je tampon phosphate de sodIum 10 mM, NaCl 500 mM, pH 7,4 a ete soumIse a
dlfferentes technlques d'actlvatlOn par acidHlcatlOn en présence (lU non (+ ou -)
(Je B5A 1 !'Igiml . dlalyse acetlque 1 IV) lO), aCj(jlflcatlOn transltOlre pel!"
allll i t 10n (J'HC 1 pu is NaOH (HN), addi t ion dl recte d'acide acét ique concentré
.I USQU'd 1 f'1 (Ac), èxtr-ait etlianol acieje (le Cone (C). L'efflcacité d'actlvation a
dé déterrnmée par' i..10sage biologIque (jnliibltion de l'incorporation de UWf'riidine
tritiée par les cellules CCL64, facteur de dilution pr'is en compte, ng/ml ou pM),
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Figure 27 : Filtration sur gel. La prepaation de TGF-p 1 activé (2 nll, 'sac,=ll.jr0'3e ~Y';;i e'3t inJ~:(tée '::,ur 1;1
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puits, voir encadre, radioactlvité expr'irnee en cpm) Le~, f'121ctiorJ=; TC7F-p 1 reuni~:,'::, '3'JIlt IrlciLluH:':- rnr- ré! Li,jr-re
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Figure 28 : Chromatographie en phase inversée. Un éct-)antillon de':. rr-a,:tIOr'i3 réunies (etape pr~(::(jfnt~j
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Figure 29 : Filtration FPLC sur gel HPLC Lichrospher Si DIOL. EnI/won
4,6 p.g de protemes (25 p.1) provenant de l'etape de filtration sur gel sont
mjectes sur la colonne 100 DIOL (0,4 X 25 cm, 3) 14 ml) équilibree en acide
acetlque 1 ~'1 a un der)lt (le 48 cmlll (6 ml/hl L'absorbance est SU1Vle a 280 nrn et
la totallte des pICS (I)arres) est collectee La posItIOn d'elutlOn tiu TGF-p 1 n'a pu
etre (jeterrn mee par ana lyse SDS-PAGE (gr'atilent 8-25%) avec co lorat Ion
argentique (applicatIon de la totalité des pics lyophilisée),
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interactions en plus du poids moléculaIre apparent et du "volume" des
protéines), il n'a pas été possible d'évaluer le PM d'élution des trois composés

3.4.8 Chromatographie HPlC en phase inversée narrow-bore C4

Comme précédernment, cette métliode n'a pas été réal isée
sytématiquement mais durant un second séjour pré-doctoral. Une séparation
trés effective du TGF-p 1 de ses contaminants (présentée sur la figure 30) a été
obtenue comme le démontre l'ana lyse SOS-PAGE (gradient 8-25% en encadré)
avec coloration argentique. Le (s) contaminant (s) de petit PM est (sont) d'abord
élué (s) à environ 30% de l-propano1 (C 1) puis le TGF -p 1 à environ 32% CT) et
enfin le contaminant à environ 35,5-40% de l-propanol (C2).

3.4.9 Bl1an de pur1flcatlon

Le tal)leau VI présente la moyenne des résultats de trois cycles de
purificat ion portant sur deux cent concentrés chacun. Une perte trés importante
est à noter au niveau de l'étape de précipitation/activation. Il n'a pas été
possible d'évaluer la concentration protéique dans la fraction filtration sur gel.
La fraction d'élut ion AIAc, lors de l'étape de chromatographie d'échange de
cations, contient 2,7% du TGF-p 1 injecté sur cette colonne. Le rendement final
de purification a été estimé à 1,7%.

3.4.10 CaractérIsatIon du TGF-p 1 pur1flé

L'analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration argentique de la
fraction filtration sur gel (présentée sur la figure 31) permet d'observer la
présence de deux bandes contaminantes à 56 et surtout 13 kDa

PM P60

kDa

94,0
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30,0
20,1
14,4

~ Lnmere

FIgure 31 : Analyse SDS-PAGE <gradient 8-25%) avec coloratIon
argentlQue du T6F-p1 pur1f1é par la méthode neutre. Echantillon appl1qué
aprés filtrat1on sur' ge l, P60.
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Tableau VI : Bilan de purification selon la méthode neutre (deux cent concentrés).

Volume Concentration Quantité Concentration QUantité Activité Facteur Rendement
Etape en protéines de protéines en TGF -p 1 de TGF-p 1 spécifique de pur ification de purification

( ml) (l1g/m J) ( mg) ( ng/ml) ( ng) (mg/mg. 10- 6) ( %)

Extrait 790 5349 4226 122 96380 23 1 100,0

Echange de 1-'
N

cations 914 4300 3930 105 95970 24 1 99,6 1-'

Echange
d'anions 343 688 236 90 30870 131 5 32,2

Précipitation
lactivation 6 1903 11 822 4932 432 3 16,0

Filtration
sur gel 11 146 1606 32,6

Rendement final de purification: 1.7

AJAc 288 196 56 9 2592 46 2
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Un immunoblotting a confirmé l'identité TGF-~ 1 de la bande se situant à 25 kDa
(flèche). Une révélation discrète et pas toujours visible est à noter au niveau de
ces bandes contamlnantes.

3.5 Immunopurjfjcatjon du TGF-pl

3.5.1 Préparation de l'immuno-adsorbant

Une quantité de 25 mg d'anticorps immunopurifiés a été soumise à
couplage avec un rendement de fixation de 73% et un taux de couplage de 3,6
mg/ml de gel, le volume de la colonne étant de 4,6 ml.

3.5.2 Immunopur1f1catlon du TGF-pl

L'immunopur1fication du TGF-p 1a porté sur différentes préparations plus
ou moins purifiées.

3.5.2.1 Extrait neutre actlvé

Aprés ln]ectlOn d'un extrait neutre, activé (cInquante concentrés
plaquettaires, chromatogramme présenté en figure 32) et lavage avec du tampon
PBS, un lavage à forte force ionique (NaCI 1 t'1 en PBS) a été r'éalisé pour
éliminer de possibles adsorptions non spécifiques. Deux types d'élution de force
croissante ont été effectuées pour définir la plus satisfaisante: solution acide
de glycine et solution chao trope de thlocyanate de sodium. Le tableau VII décrit
les résultats obtenus. Une efficience d'immuno-adsorption de 83% et un
rendement final d'immunopurlfjcation (fraction glycine) de 7% sont obtenus. Il
est à noter que le lavage NaCI 1 M entraine une desorption de TGF-p 1} que
l'élution glycine est efficace mais que l'élution thiocyanate de sodium semble la
complêtef~

3.5.2.2 Extrait de Cone

Lors de J'utilisation de ce type d'extrait (plus drastique)} il a été possible
de démontrer des adsorptions non spécifiques à la matrice activée} sans
anticorps} simplement saturée par la glycine. Une même préparation a été
Injectee sur la colonne d'immunopurification et sur une colonne (de volume
IdentIque) lie support saturé par la glYCine pUIS sur la colonne
d'immunopurification. Le tableau VIII résume les résultats obtenus. L'extrait
injecté directement sur la colonne d'immunopurification (extrait 1) permet une
efficience d'immuno-adsorption de 72% avec un rendement d'immunopurification
de 1%. L'injection de J'extrait 1sur une colonne "glycine" entraine une efficience
d'adsorption de 70% et un rendement de "purification" de 1%. SI J'effluent de
cette colonne (lavage 2) est alors injecté sur la colonne d'immunopurification}
une efficience d'immuno-adsorption de 96% et un rendement
d'immunopurification de 14% sont alors observés,



123

Absorbance (280 nm)

1,0

0,5

Injection/Lavage NaCI Gly SCN (Etape)

Figure 32 : Immunopurification du TGF-pl à partir d'un extrait
plaQuettaire neutre activé. L'e:.;tr'ait ac.tivé est injecté sur la colonne
,j' Jn t jcorp'3 Jn t i -C -91 - 106 -(1 V,A, - S,ep~'IJr'ose (0,1) ;< 7,:: un) équ il ibrée en Urnpor-I
pe~:, '3 un ,jeblt 'j,? 1~,7 crll'h r 1(\ ml/hl L'?lbs l)r-b3nCe est SU1'/le ?J 2'30 nm et la
~0t311te rjes pIC'? est c01lectee 'Darre) ,À,pres lavage avec le tampon pes, un
i::1VJi]P a tor-te force IonIque (hJ:3Ci 1 r-1 en PB::)! est re::111se pl,J1S elutlOns avec l,HW
'·")1'" ,-' ,\,,- ,-, ,', t,c 1"1 /,l'-(] - 'c:.; 1.1 iH '-, ~ ·t l '" -(1 t'') ij tt- -'c "'at~ 'J';:'':JI,' Jlk,rl 91/'.11Ie '.,.',) ,I~(j~ \..J,I •. I,~. L .. e .Hle:,.) U lU") è ,11U~Varl._ '"

:,(I(Jlurn :; f'1 en (Jc.etate Je SOCl 1UI'(I 0,1 f1, pH 6 La totallte des 01('3 (tlarre:3) e:;t

co Il t'et ee Le eJosage (lu TGF -p 1 (J ete eneetue ~)(Jr cJosaÇle b10 1OÇlI Clue (Inn 1tll t 1(W,

'Je l'II"ICOrDoratl0n (je tlWIYilcJmè trltlee oar les cellules CCL64) SlW ecJlantll1CJn
ije i'rac.tlùïiS Ijlalysé C(lntre une solutlùn d'acidE- acétIque 1["1 en présenc.e de B5A
1 r-0g1rnl et l'iOpl·',ilj'~,é.



Tableau VII . Bilan dïmmunopurification du TGF-pl à partir d'un extrait plaquettaire neutre.
activé.

Volume Concentration Quantité Concentration Quantité Activité Facteur de Rendement
en protéines de protéines enTGF-pl de TGF-p 1 spécifique purification de purification

Etape (ml) (p.g/rn 1) ( mg) (ng/m 1) ( ng) (mg/mg. 10-6 ) (%)

Extrait 240 2461 591,64 353 84720 143 1 100

Lavage 250 2185 546,25 57 14250 26

NaCl 5 19 0,10 159 795 8368 58 1,0 ~

N
.j::"

Gly 8 62 0,50 773 6006 1246g 87 7,0

SCN 7 45 0,32 9 63 200 1 0,1

Rendement final de purification (gly) : 7,0



Tableau VIII: Bilan dïmmunopurifjcatlon du TGF--pl à partir d"un extrait plaquettaire de Cone et.
adsorptions non spécifiques.

Volume Concentration Quantité ConcentraI. ion Quantité Activité Fact.eur de Rerlljement
en protéines de protéines en TGF-p 1 de TGF -p 1 spécifique purification de purification

Etape ( ml) (Ilg/m ]) ( mg) (ng/rn 1) ( ng) (mg/mg, 10-6) Cl;)

Extrait 1 10.0 4127 41,3 4602 46020 1115 1,0 100

Lavage 1 10,0 3346 33,5 1284 12840

Elution 1 7,0 39 0,3 73 511 1an 1,7

Extrait 1 10,0 4127 41,3 4602 46020 1115 1,0 100
1--'

Lavage 2 11,0 3040 33,4 1247 13717 1\)
(.Jl

Elution 2 6,a 110 0,7 67 452 622 1,5

Lavage 2 10,0 3040 30,4 1247 12470 410 1,0 100

Lavage 2' 14,0 1874 26,2 32 448

Elution 2' Il,5 53 0,6 157 1806 2961 7,2 14

La première partie de ce tableau concerne l'immunopurification d'ur, e:<tr-ait pl:3qufttaire cJE' Corv:: (edr-ait. 1)

Dans 1a seconde part ie, ce rnèrne ex:tr'ait e~,t in j ectè) tout d'alior(j, ':,ur une co 1onne de 'J 1yc irw-~;eprlal'(l::.e p,)ur
étude des adsor'ptions non spécifique':::;, L''-.;ffluent (je cette colonne (Lavage 2 1 est alor"::; scumi:::,3 une é1::)PE'
d'immunopurificatior, dont le~, r-é~,ultélt'.3 fi~::Jurent dan'3 la troi::,ieme partie (lu tat,leau (j,avage et elution ~--,'),
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Chromatograph1e en phase 1nversée

Ce type de chromatographie a ete experlmentee ponctuellement dans le
but d'ameliorer la qualité du TGF-~ 1 immunopurifié Deux ml de TGF-~ 1
lmmunopurifié à partir d'un extrait de Cone (6094 ng de TGF-~ l, activité
déterminée par inhibition de j'incorporation de thymidine tritiée par les cellules
CCL64) ont été injectés (chromatogramme présenté sur la figure 33) avec une
efficience d'adsorption de 81 % Le TGF-~ 1 est élué à environ 38% d'acétonitrile,
Le rendement de cette étape est de 27%, L'analyse SOS-PAGE avec coloration
argentique (en encadré) permet de constater que la préparation, après cette
étape additionnelle, est de meilleure qualité que l'échantillon injecté mais il
est à noter la persistance de contarninants de faible Pî1.

3.5.2.3 Fractions dérivées de la purification du TGF-p 1 selon
la méthode neutre

- aprés précipitation au sulfate d'ammonium: fraction NH4
- aprés chromatographie de filtration sur Biogel : fraction P60

Les tableaux IX et Xdécrivent les résultats obtenus.

L'jmmunopunflcatlon appliquée à la fraction de la méthode neutre, apt~és

pl-écipitation au sulfat~ d'ammoniuni (et activation) entraîne une efficience
d'immuno-adsorption de 92% avec un rendement d'immunopurification de 64%

L'injection de la fraction P60 de la méthode neutre, aprés filtration sur
gel et en présence de BSA, permet une efficacité d'Immuno-adsorptlon de 90%
avec un rendement d'immunopurification de 75%, Il est à noter qU'une étude
ponctuelle de l'adsorption non spécifique de la BSA (solution PBS - BSA 1
mg/ml) au support d'immunopuriflCatlOn et à la matrIce activée (volumes
identiques) saturée par la glycine, a démontré des fixations non spécifiques,
respectivement de 15 et 1oro.

3.5.3 Caractér1sat1on du TGF-p 1 1mmunopurifjé

La fiÇJure 34 permet de comparer les différentes préparations de TGF-p 1
irnmunopurifié. Deux types de protéines contaminantes ont été mises en
éVidence, Les plus hauts PM correspondent probablement à des anticorps
"décrochés" ou fragments (un immunoblotting positif sans anticorps primaire
anti-C-91-106-üVA le confirmant), Les autres bandes majeures ont des PM
d'environ 55) 30 et < 14)4 kDa. L'identité TGF-~ 1 de la bande 25 kOa est
confirmée par un immunoblotting.
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Figure 33 : Chromatographie en phase inversée de TGF-pl immunopurifié. UII écl~lantillon (609-4 rlc]) (Je

TGF-pl immunopurifié (aprÉ'=, ,jlalY'3e contr-e une ;:,olution (j'acide acetique 1['1, lyoprllli3atiOtt rec(,n,:.titutlur,
dans 2 ml d'acétonitrlle 2576 - TF;\ Cl, 1/?; et tïltration 0,45 Ilrn) (j par-~ir (JIJII e:x:tîait plaquettalre de Cone S"c;1

injecte '3ur la colonne FPLC Pro RPC HP 5/10 équlllbr-ée en ~301utlon (j'acetonitri!e 25;~ - TF,A. C\ 1','6 â 9:_? Cfilir! 1[.
ml/hl, Aprés un lavage, un gradlent linéalre (--) de 2S à 50','6 (j'acetonitrile en TFA 0,1 r.. e'3 t cJé'.;eloppe· perl(j.:m 1

2S min, L'at6orbance est sUlvie a 2,30 nm et (je=, fractions de 0,6 nll '30nt col1ecU:>es, La position d'el'jtj(Jri du
T(3F-P 1 (environ 3B% d'acétorlltrlle) a eté détH-minée par rjo'3age blOl~)qique (int'libition cJe l'incorpcwati')ïl (if'

niymidine tritiee par les cellule's CCL64) sur- ècrlan t illon (je fr-action::) lyophiii'3é en présence de f.)~;;~, 1 nillitni

Les fraction'::. réunies sont in(jiq'Jées par la b-3rTe Urie an;jlyse ;3D:3--PÂCJE (graclient e-2=;~~:) ,':J'o!èC colorat inri
argentique du TGF-p 1 Ulèc:rle) amsi plJr'iflE- (PI) est présentée en encZ1(jré



Tableau IX : Bilan d"immunopurification du TGF-pl à partir d"une fraction de la méthode neutre
aprés précipitation au sulfate d"ammonium et activation.

Volume Concentration Quantité Concentrat ion Quantité A.ctivité Facteur de Rendement
en protéines de protéines en TGF-pl de TGF-p1 spécifique purification de purification

Etape (ml) (V-g/ml ) ( mg) (ng/m 1) ( ng) (mg/mg 10- 6 ) eX)

Fraction NH4 10 872 9,0 31635 316350 36279 1,0 100

Lavage 15 460 0,7 1699 25485
f--'

Elution 6 50 0,3 33615 201690 650613 18,0 64 N
CXJ



Tableau X : Bilan d'immunopuriflcation du T6F-pl à partir d'une fraction de la méthode neutre
aprés filtration sur Biogel P-60.

Volume Concentrat ion Quantité Rendement
en TGF-~ 1 de TGF-p 1 de purification

1--'
r\)

Etape (ml) (ng/ml) ( ng) ( %) CD

FractionP60 10,5 606 6060 100

Lavage 11,5 52 598

Elution 9,5 480 4560 75
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Figure 34 : Analyse SOS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique de différentes préparations de TGF-p 1 immunopurifié. Les
ecliantl]lons (je'::, fraction:::' testées ont été lilalysés contre une solutlOn d'acllJe
acétique 1 f'1 et lyoprtilisés C.es fractions correspondent â 1'1rnmunopurificatlorl
de TGF -p 1 à partir de .

- Extrait neutJe activé. 1 . élution ~~aCl 1 ~'1 en PBS ; 2: élution glycine
0,05 M, ~,lJCl 0,1'51'1, pH 2,3 , 3 . élution th1oc'y'anate de sodIum 31'1
en acétate de sodlum (\ 1Mi pH 6

- Extr31t de Cone ' 4' elutl0n classlqUE' ; 5: élution des protélnes non
specl0uernent adsor'bees : fi' elutlOn apr~es ~"we-adsor~ptlon

non spéc 1f 1que
- Elution de la fi-action apl-és pl-éclpltation au sulfate d'arnrnonlurll et

activation. 7
- Fr-action TGF-p 1 (flèche) aprés filtration sur 8ioge1 P-SO fine, 8

(fraction sans BSA et avant imrnunopurjfication)
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DISCUSSION

1 Méthodes de dosage du TGF -p 1

L'lmportance du dosage du TGF-p au cours d'une purlflcatlOn a deJa ete
evaquee dans 1'1ntroduct ion, au chapitre 32 1"Essals bio logiques"

Le dosage t1101og1que, type st lmu]at lOn de croissance cellul;:llre
(incorporation de Ulvmidine tritiée, donc radio-activité modérée) est courant du
faH. qu'il ne nécessite pas l'emploi de protéine-réactif purifiée (de coût souvent
élevé et de conservation plus ou moins aisée) et en quantité non négligeable
comrne dans le cas de dosage par fixation au récepteur cenulaire avec
compétition vis à vis d'une molécule radiomarquée ou dosage immunologique
type RIA (utilisation de matériel fortement radio-actlf et onéreux)

La slgnlfication de ces dlvers types de dosage est différente et
complémentaire Une méthode type RIA permet donc le dosage de l'antigène. Le
dosage par fixation compétitive au récepteur permet d'évaluér la fonctionnalité
structurale de la molécule, Le dosage biologique quantifie la fonctionnalité
biologique de la molécule mais il représente J'évaluation d'un ensemble de
processus. L'incorporation de thymidine tritiée, par e)<emple, est
J'aboutissement d'une cascade d'évènements ayant lieu à partir de la fixation du
facteur de croissance à son récepteur

'1 est à noter qU'un ensemble de facteurs mtervlent au cours de ces
processus durant l'incubatlOn des cellules avec l'échant inon Il peut y aVOlr une
toxicité de l'échanti1Jon, protéolyse, secretion propre du facteur dosé et
d'autres facteur's de croissance, potentialisation ou antagonisme d'effets .. ,
Junien et coll. (1989, 88) ont montré que l'exposition d'échantillons TGF-p
latent à pH 5 pendant 2 h entraine une certaine activation du TGF-p ainsi qU'une
augmentation de sensibilité des cellules à l'EGF dans un essai de croissance en
agar semi-solide. Une protéine sérique (2-4 mg/ml) et plaquettaire (333 j.lg/l O.

11 plaquettes; Schmaler 1985, 163)} J'a2-macroglobulme, pourralt Jouer un
rôle important dans la modulation des effets de facteurs de croissance En
effet, cet mhibiteur de protéases peut "flxer" des peptides bio-actifs (tels les
facteurs de croissance) et servirait d'agent de clearance à partir de la
circulat ion, via son endocytose par des cellules cibles à recepteur a2­
rnacroglobulme, La fixatlOn de TCiF-p 1 radlOmarque au r'ecepteur celJulalre est
inhlbée avec une EDSO de 200 j.lg/m1d'a2-macroglobul me tandis qu' 11 n'y a pas
mfluence sur l'mhibltion d'incorporatlOn de thymidine tritiée par les celJules
CCL64 à une concentration de 200 j.lg/ml (Danielpour et Sporn 1990) 40)

La speclflClte des dosages par flxatlOn competitlVe au recepteur
ce 11ulaire ou type lrnmunolog1que est blen supérieure a ce 11e d'un dosage
bio loqique,

Il faut donc bien garder à l'esprit ces éléments pour interpréter la
concentration dosée ou ce qu'il est possible d'appeler la "concentration
d'activité TGF-p ''', D'aiJJeurs} déjà Assoian et coll. ('983) 6) abordent ce point
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en sou11gnant que l'actlvlté biologique TGF-p dosée est modulée par les autr'es
facteurs de croissance présents dans l'essa1. Les auteurs indiquent également
que le dosage biologique est cent fois plus sensible qU'une électrophorèse avec
coloratlOn argentIque Van den Eijnden-Van Raaij et coll. (1988, 186) indiquent
quun test blolog1que trop sensible donne lIeu a une zone d'actlvlte bIologIque
trop "étalée" sur un chromatogramme

Un autre point irnpor-tant concerne la protê Ine êta10n, En effet, les
pr-opriétés t-lydroprlotJes et les difficultés de quantification du TGF-p amènent à
des réser'ves Quant à la validité des étalons commercialisés, Le texte de la
notice accompagnant un écllantillon de TGF-p 1 ~'Iurnain d'origine plaquettait'e
dé 1lvré par R & D systems (commercial isat ion par Bri t iS~1 Bio-technology 1

reproduite dans les matériels et méthodes au chapitre 1.1 "Les facteurs de
croissance") introduit les précautions de reconstitution quantitative, de
conservation, mettant en garde l'utilisateur de l'extrême hydrophobicité de la
molécule, EnsuHe, intervient la protéine en tant qu'activité biologique, Le test
biologique d' induet lOn de cr01ssance de ee llules (AKR-2B et NRK-49F) en agar
seml-sollde est cHe avec les EDSO des préparations de TGF-~ purifie
respeetlvement de 1 ng/ml (40 pf"1) et 0,1-0,2 ng/ml (4-8 pM) « Ces valeurs
doivent être prlses en conslllérat 101'1 à titre Jnlilcat 1f pour lles expériences
initiales, puisque les réponses ~ ce facteur de croissance varieront selon les
conditions expérimentales et le type cellulaire étudié », La val1l1ité de l'étalon
TGF -p 1 va dépendre,

- de la quantité 1 119 de pr'otéine TGF-~ 1
- de la qualité de la reconstitutiuon et de la conservation
- du dosage pour lequel l'étalon sera utilisé (dosage biologique sous
la dépendance des conditions expérimentales et du type cellulaire
utlllsé)

La quantlté 1 I1g de protéine TGF-p 1 doit donc être considérée comme 1 I1g
d'actlvité biologique TGF-~ 1. 51 cet étalon est utllisé en dosage type fixation
compétitive au récepteur cellulaire, la fonctionnalité biologique de la molécule
devra se reporter logiquement à sa fonctlOnnalité structurale, Dans un dosage
immunologique, la quantité 1 I1g de protéine TGF-p 1sera considérée comme 1 I1g
d'antigène TGF-p 1. Ces observations portent à réflexion et doivent être gardée à
J'esprit dans la quantification du TGF-~ 1,

Les précautions de manipulations des échantillons TGF-~ 1
(hydrophobicité, présence de B5A, pH acide) étant prises, la levée de la latence
(activation, et son maintien) de l'activité TGF-p 1 est un autre point important.
L'extraction par la méthode d'Assoian et la dialyse contre une solution d'acide
acétique 1,..1 sont trés efficaces mais demandent un matériel, une méthodologie
appropriés et un volume d'échantillon suffisant. L'acidification transitoire (Hel
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puis NaOH) est la méthode la plus utiljsée avec quelquefois une précipitation
genante des protémes La possibi 1Hé de reversibl' Hé (temps et concentration
dependante) de l'activation a clairement été demontree pour du TGF-~ 1
recombinant (SLC) mais pour ce qui concerne le L-TGF-p 1, seule une
réversibilité partielle a été observée (Wakefield et coll. 1989, 192). La chaleur
(S min à 50·C) a été ut il isée par Brown et co11. (1990, 18) sur les TGF-p 1,2 et "3
recombinants (SLC). Enfin, une méthode originale de co-précipitation CBSA/TGF­
p) par Je TCA 2,5% des échantillons contenant une concentration protéique
inférieure à 1 mg/ml (ou équivalente à 2% de serum) a été décrite par
Danielpour et coll. (1989,39)

Cet ensemble de remarques est à consIdérer pour une interprétation plus
"ser'eHw" et "relatIve" (jes résultats de ciosage du TGF-~ 1 cians un mIlIeu
!)]Ologlque complexe

1.1 Induction de la croissance de cellules NRK-49F en agar
sem i-so 1ide

Ce test biologique permet le dosage de concentration de TGF-p 1 de 0,03 à
0,3 ng/ml (1,2 à 12 pM). L'ED50 se situe à une concentration de 0,17 ng/ml (6,8
pM) en accord avec la valeur couramment admise pour la lignée utilisée CO,I à
0,2 ng/ml ou 4 à 8 pM). La réalisation du test est assez délicate et
lourde (temps et coOt matériel) En eHet, les cellules doivent être cultivées
avec SOln (nombre de passage 1imité pour éviter un VIel] Ilssement de la Ilgnee)
en milIeu addi t ionné de SVNN et ne jamalS attemdr'e l'état de confluence De
même, leur exposition trop prolongée à 43"C peut avoir une influence non
négligeable sur l'efficience de clonage et donc la qualité du dosage. Le lot du
SVF ut il isé dans le test doit être choisi pour induire, en présence de TGF -p 1 et
d'EGF, le max imum de co lonies ce llulaires par rapport à un essai sans TGF -p 1. Il
est souhaitable d'utiliser ce même lot pour la totalité des tests de façon à
tlarmoniser au mieux les dosages. L'addition de SVF 10% est un inconvénient du
fait de la complexité induite du milieu biologique, s'ajoutant aux divers
éléments de l'échantillon dosé. La durée d'incubation (14 jours) est un autre
lnconvénlent car un titrage est souvent nécessaire avant le dosage proprement
dit. Le nombre d'essai est limité du fait de la lourdeur de la mise en oeuvre. Le
test en plaque vingt quatre puits est alors une alternative Le comptage
automatlque des colonies par analyse d'Image est un avantage d'aisance, de
rapidité et de qualité de mesure du fait du seuil de comptage précis, du nombre
de scrutat ions et de l'ana lyse mathémat ique, Mais l'analyse d'image implique un
réglage manuel et artificiel de J'appareil, se repercutant directement sur le
comptage, qu' 11 faut prendre en considération. Les témoins et la gamme
d'étalonnage prennent alors toute leur Importance,
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1.2 F1xatlon compét1tlve de T6F-p 1 rad10marqué au récepteur
cellu1alre

Le radlOmarquage eftlcace et raplde du TfjF-~ 1 par l'IOde 125 selon la
methode de Fra 1ik et co Il. (1984, 59) ne pose pas de prob lème La preparat lOn
des réactifs dolt être sOIgneuse surtout pour ce qUI concerne la solutIOn (je

ch lrorarn ine T réalisée au dernier moment en tampon phosphate de sodiurn. La
grande radio-activité mise en Jeu et la péremption relativement rapide de J'iolie
125 sont des inconvénients de cette métrlode de dosage trés spécifique. La
préparation des cellules est aisée. Le tapis cellulaire de la lignée NRK-49F a
tendance à se décrocher et l'utJlisation d'un revêtement de gélatine permet de
palier ce problème. Le dosage est simple, rapide. Des concentrations de TGF-~ 1
de 0 à 5 ng/ml (0 à 200 pM) avec une ED50 de 2,6 ng/ml (104 pM) sont
quantifiables.

1.3 Inhibitlon de l'incorporation de thymidine trHiée par
les cel Iules CCL64

Ce test biologique simple est un des plus spécifiques pour- le dosage
l)Îologique du TGF-~ (for'mes ~ 1et ~2). La cultur-e aisée des cellules et la faitde
pr'opor'tion de SVF utilisée sont. des avantages ainsi que la rapidHé de titrage
et de dosage. Il a été démontré que d'autres facteurs de croissance présents
dans les éC/iantillons (IGF-I et Il, PDGF, EGF et FGF) n'alteraient pas j'inhibition
de synthèse d'ADN induite par le TGF-~ (Jennings et Mohan 1990, 87). Des
concentrations de TGF-~ 1 de 0,1 à 0,6 ng/ml (4 à 24 p~1) sont quantifiables avec
une EDSO de 0,24 ng/m 1 (9,6 p~1). La dérive de l'EDSO tradult nettement un
vieillissement de la culture. Cone et coll. (1988, 36) qualifient cet essai
biologique de simple, rapide, reproductible et quant1tatif, Leur valeur d'EDSO (p
<0,0 J) se situe à 0,2 ng/rnl (8 pM) de TGF-p 1.

2 Obtention d'anticorps poJycJonaux anti-T6F-p

Un des buts de ce travai 1 était d'expérimenter Ja chromatograph1e
d'immuno-afrinité dans la pur1ficatlon de T6F-p J. 1] était donc essent ie1
d'obtenir des anticorps poly- ou monoclonaux anti-TGF-~1. Devant les
difficultés d'obtention de TGF-~ 1 de haute pureté et en quantité non négligeable,
J'alternative de produire des anticorps anti-TGF-~ 1 par le biais d'un peptide
syntllétique fut envisagée. En effet, ces anticorps anti-peptide syntliétique ont
de nombreuses applications dont la caractérisation de produit de gène, la
10ca1isat ion subce llulaire d'une protéine, l'étude structure/fonction,
j'immunopurification, la mise au point d'un test ELISA et les vaccins
synthétiques. Il faut savoir que les structures antigéniques ont un nombre
restremt de conformations alors que les peptides en possèdent de nombreuses,
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nombreuses, en équilibre et que les extrémités des chaines sont connues comme
de bonnes réglOns antigénlques comparees aux regions mternes (Walter 1986,
195) La difficulté de production d'antisérum à fort tHre en anticorps
anti-T6F-p a été rapportée à de nombreuses reprlses (Roberts et Sporn 1990,
153) La conservation du TGF-p parmi les differentes espèces doit certainement
contribuer à cette difficulté Dans un premier temps, la simplicité et surtout la
rapidité d'obtentlOn désirée nous a orIenté vers la production d'anticorps
polyclonaux (déjà décrite) par rapport à celle d'antIcorps monoclonaux générés
par une technique plus pointue et surtout, plus longue.

2.1 Prédiction d'épitopes continus - Choix d'un peptide synthétique

Van Regenmortel et de Marc111ac (1988, 189) ont réal isé une évaluation
des méthodes de pt'ediction des épitopes continus des protéines à partir de leur
structure prlmaJre. Un épitope continu (environ six à neuf réSIdus) est defmi
comme une séquence d'acIdes am inés re lIés directement par 1ialson pept idique
En pratique, il corTespond plutôt à un fraqment peptidique linéaire d'une. .

protéine réagissant avec des anticorps dirigés contre cette protéine native. Les
liaisons entre peptide "épitope continu" et ces anticorps sont faibles, ce qui
signifie qu'en réalité, un épltope continu représente certainement une partie
d'un épi tope dlscontinu. Les épitopes les plus fréquents sont les épltopes
dlscontinus, Il faut également noter que la séquence dite épitope ne représente
qu'une appréciatlOn correspondant assez mal à la structure tridimensionnelle de
l'épitope moléculaire Cette observation est encore plus marquée lorsque la
protéine est polymérique (structure quaternaire). Les différentes méthodes de
prédiction antigénique sont surtout basées sur des notions
d'hydrophil icitélhydrophobicité. Une des règles en ce domaine est que les
acides aminés hydrophobes ont tendance à être enfouis à l'intérieur des
protéines globulaires tandis que les chaines latérales hydrophlles ont tendance
à se trouver à j'extérieur oU elles peuvent interagir avec l'eau. Pour ce qui
concerne les structures hélice a/feuillet Pl les centres des grandes hélices et
des feuillets correspondent à des coeurs hydrophobes compacts, en opposition
aux bouc les de surface hydrophi les, La not lOn d'accessibil ité de surface est
appelée acrophiJjcité. La mobilité de segment correspond à lies
informations obtenues par RMN; les facteurs de température atomique (facteurs
B ou de Debye-Waller'). Il s'agit du degré de rnobilité eXistant Je long de la chaine
polypeptidique (Van Regenmortel 1986, 187 , 188 ; 1988, 189). Les huit
méthodes étudiées par Van Regenmortel et de Marcillac (1988, 189) ont été
appliquées au TGF-p l tout en prenant en compte, plus particulièrement trois
éche 11 es don t 1es auteurs conc1uent à 1apIus grande eff icac ité, en app1jquant un
seu1J de +OJ fois J'écart type de J'étude statistique:

- l'hydrophj 1iclté de Parker et coll. (1986, 137)
- la mobil ité de segment de Karplus et Schulz (1985, 91)
- le feui 1let ~ inversé de Garnier et coll (1978,60)
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Les résultats de cette étude de prédiction d'épHopes continus nous a
lndlqué que la région ( terminale étalt trés favorable, en particul ier les
resldus N° 95 a 99 La lysine est predommante parml les aCldes amlnes trouves
"épltopes contH)Us" A la méme pérIode que cette étude, Flanders et coll. (1988,
54) pub] laient des r-ésu1 tats concernant l'ut i] isat ion de plusieurs pept ides
correspondant à diverses r-égions du TGF -p dans la produet ion d'anticorps
polye]onaux, Ceux-ci confortaient le c~loix de la région ( terminale, à savoir que
pour le peptide P 78-109, les résultats indiquaient que,

- la première moitié ( terminale du monomère est plus
exposée dans la rorme native et contrIbue dIrectement
ou non à la fixation au récepteur

- la partie ( terminale est l'épitope majeur impliqué dans
la génèse d'antisérum bloquant contre le TGF-p natif

Encadrant l'éPl tope cont mu des resldus W 95-99, la séquence aCIdes
aminés W 91-106 fut choisie, Une cystéine en position W90 (en place d'une
tyrosine) permet d'avoir deux sites de couplage différents: eystéine W90 et
tyrosine N°91. Le peptide utilisé ((-91-106) pour l'immunisation a été couplé
à l'ovalbumine par la tyrosine ((-9 J -1 06-0VA),

La recherche d'homologie de séquence primaire du peptlde (-91-106
parml les diHerentes protéines dont la séquence connue est enreglstrée dans la
l)anque de données SwissPROT n'a démontré que des flomologies notal)les
(compte tenu de la taille du peptide> 40%) avec les différentes formes (1-5) de
TGF-p mais pas de résultats positifs pour les différentes formes d'actine et de
myosine,

2.2 Immunisation - Production des antlsérums

Différentes doses de peptide conjugué à l'ovalbumine ont été injectées
aux lapins par voie intradermique ou intramusculaire, Le protocole
d'lmmunisation a été établi selon l'expérience du laboratoJre en ce domaine Le
SU1Vl de l'état d'immunisation (les animaux a été effectué par test ELISA vis à
vis du peptide en raison de la simp1 icité et la r'apidité du test. Il est intéressant
de constater, tout d'abor'd, une réactivité significativement décroissante des
anticorps respectivement pour le peptide, le TGF-p 1 réduit et le TGF-p 1 natif
(EDsO correspondantes: 1/1,6. 105; 1/7 102 ; 1/4 102). La réactivité plus
prononcee des anticorps pour la protéine monomérique démontre, peut être, une
mell1eure accessibi 1ité de l'épitope aprés réduct lOn.

Le titrage des antisérums de la première saignée montre que l'injection
intramusculaire de 500 Iig de conjugué permet d'obtenir le mell1eur résultat
(j'immunisation CEDSO et absor'bance maximale), L'étude du "pool" de vingt trois
saignées (correspondant au "plc" d'immunisation) permet de constater que des
doses de 100-500 Iig de conjugué (vo1e 1D ou 1M) correspondent à des
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absorbances maximales mais qu'une première injection de 1000 j.lg de conjugué
permet d'obtenir une valeur d'EDSO maximale. Il ne s'agit cependant pas de
conclure à une dose plus efficace qu'une autre car J'e;<périence a porté sur un
lapin par dose et J'écheJ]e des doses est réduite, la réponse immunitaire étant
partIculière achaque animal Les EDSO maximales observees (ELISA VIS a VIS du
peptIde) pour les dix premIères saignees sont assez élevées et satisfaisantes
pour les quatre lapins. Il est a noter que l'injection de TGF-p 1 purifie au
laboratoire (méthode de Cone) entraine une faible "ré-immunisation" peut être
due a la dose trop faible ou à la quallt.é de la préparation

2.3 Caractérjsation des antisérums

2.3.1 ELISA

La méthode ELISA choisie est une détection immunologique de J'antigène
sur phase sa) ide. Les protéines de revêtement se trouvent donc adsorbées sur le
support et cela entraine des modifications de conformation qu'il ne faut pas
Ignorer

Les ant icorps montrent une r'èactlvi té trés différente vis à vis du pept ide
couplé à l'ovalbumIne ou à la B5A Les EDSO correspondantes sont de 1/8,3 105
et 1/4}1. 104 (peptide' 1/7)} 103) Cette observation est à prendre en
consldératlOn pour ce qUI concerne j'lmmunopurJflcation des antICorps malS la
(jifférence tle réactIvIté des antIcorps VIS à VIS des deux conjugués peut
s'expliquer par le fait qu'il existe des anticorps anti-ovalbumine puisque c'est
ce conjugué qui a servi à l'immunisation.

2.3.2 ImmunobJotting

L'immunoblotting est une autre méthode de détection immunologique de
l'antlgene sur phase solIde L'utIlIsation d'antisérum est plus alsee que celle
d'antlcorps purlf iés, Le seui 1de détection du TGF-~ 1 natif a été estImé (pour un
antiserurn diluè au 1110) à 5-10 ng. Cela est satIsfaisant au regard des
f'ésultats tle la littérature Les tests de l)!ocage des antlcorps avec un excès
d'antlgène (peptide ou TGF-p 1 natif) perrnet de confirmer la spécificIté de
détection. Le blocage est total avec le peptide mais partiel avec le TGF-~ 1natif
Or} l'étape de blocage est une réaction antigène/anticorps en phase 1iquide. 1]
est possible que les contiltions de réalIsatIOn ne sOlent pas optirnales à cette
réact Ion anticorps/TGF -p 1 : phase 1iqulde, dllut IOn de l'antlsérum au 1/10,
excès d'antIgène natif, incubatIOn 1 h à température ambIante puis une nult à
4°C.

2.4 Purification des anticorps

La purification des anticorps est utile pour plusieurs de leurs utilisations
où la présence d'autres protéines sériques est génante (tests biologiques) bruit
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de fond en IED et lmmunohlstochlmle) ou n'est pas possIble
(lmmunopurl f lcat lOn)

La chromatographle d'afflnJte, lorsqu'e Il e est possib le, represente la
rnethode de CI,OlX La crwomatographle d'afflnltè sur protéine A permet la
purIfication rapide et très spécifique lies IgG de lapin mais il ne s'agit pas que
d'anticorps spécifiques La chrornatogr'apl"liè d'irnrnuno-affinité est alors la plus
adaptée par sa spéc if le i té.

Dans notre cas, le ligand de choix aurait été J'antigène natif, c'est à dire
le TGF -~ 1. Il est bien évident que les quantités nécessaires sont trop
importantes, Le problème a été contourné par utllisatlon du peptIde synthétique
ayant généré les anticorps (conjugué ovalbumine) mals couplé à une autre
proteine (BSAl L'immuno-aftïnité sur peptide couplé a été préferée à celle sur
peptide 11bre de façon a "reconstltuer" au mieux l'antigène synthetlque pour
purifler les antlcorps speclflques du peptide (du TGF-~ 1) en conformatIOn alJSSl
proche que posslble de celle d'lmmunJsation mais pas les antlcorps antl­
protéine conJugante Il est a noter que la réaction antigène/anticorps se
déroule, ici encore, sur phase solide.

Une notion de sélection des anticorps spécifiques doit alors être prise en
considération, En effet, il n'est pas certain que les anticorps antl-peptide
conjugué à l'ovalbumine vont "reconnaitre" qualitativement et quantitativement
le peptide conjugué à la BSA (voir les résultats au chapItre 2.3.1 "ELISA"). Cette
remarque seralt également valable pour le ligand TGF-p 1. Le problème de la
sélection d'anticorps est mIs en évidence pour la chromatographie d'affinité sur
protéine A, - Sepharose. L'EDSO (ELISA vis à vis du peptide) de l'effluent d'une
injection d'antiserum (peu conséquente par rapport à la capacité théorique du
support) est re lat lvement élevée en comparaison de l'EDSO de cet antisérum et
de l'eluat. Ceel pourralt signifier qLl'11 existe une fraction anticorps spéciflques
non IgG Ce prol)lème n'a pas été !!ilS en éVidence pour la chromatograpllie
d'immuno-affinité. Pourtant, l'absence ou la faible capacité d'inllibition des
activités biologiques TGF-~ 1 par les anticorps immunopurifiés pourrait en
constltuer le reflet.

Le rendernent de fixation du peptide conjugué à la BSA sur Sepharose est
assez faible (49%) par rapport aux rendements habituels observés pour cette
méthode d'activation au bromure de cyanogène (supérieurs à 90%). Le support
d'immunopurification obtenu permet de purifier des quantités d'environ 2,4 mg
d'anticorps par injection de 30 ml d'antisérum. L'analyse SDS-PAGE avec
coloration argentique de ces anticorps permet d'en apprécier la purete
satisfaisante et de supposer leur identité IgG (PM évalué à 125 kDa sur un
gradient peut être ma1approprié).

2.5 Inhibition des activités biologiques du T6F-pl in vitro
par les anUsérums et les anUcorps

La même remarque concernant la réaction antigène/antlcorps en phase
liquide peut être faite à ce niveau. Mais il est à noter que la gamme de dilution
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des anticorps (antisèrum et anticorps immunopurifiés) par rapport à la gamme
de concentration du TGF-p 1 des différents essais est tout de même plus
étendue,

L'utilisation d'antlserum est génante du fait de la complexite (induite) du
mIlIeu et de son Influence sur les tests bIologiques (présence d'autres facteurs
de croIssance, d'cx2-macroglobullne ) Un effet stImulateur sur la cr01ssance en
agar seml-sollde des cellules NRI<-49F est observe malgré la proportlOn de 10%
de SVF déJa utIlisee. La presence d'cx2-macroglobullne peut gêner la fIxatIOn du
TCjF-P 1 radiomarqué au récepteur. L'addition d'antlsérum peut être tout aussI
genante dans le test d'inhibition d'incorporatlOn de thymidine tritiée par les
cellules CCL64 du fait)cette fOIS, de la faible proportion de SVF utlllsee

D'ailleurs, la réalIsatIOn de témOinS négatifs antlserum ou antlcof'pS
immunopurjfjés a été préférée aux témoins I,abituels sérum pré-immun ou
anticorps purifiés et aspécifioues pour mieux cer'ner l'influence cJil'ecte lle ces
anticorps spécifiques sur les tests (sauf pOUl' la fixation de TGF-~ 1

radiomarqué), Une garnme très lar~1ë d'antlcor'ps irnmunopur'ifiés a été
expér'imentée du fait de l'utilisation d'anticorps spécifiques (immunopuritïés)
en place d'lgG,

2.6 Uti lisation des ant isérums en immuno-é Jectrodiffusion

Cette méthode de détection et de quantiflcatlOn potentIelle du T(JF-~ 1 a
ete développee en raIson de sa rapidIté de réalisation et du besoin de
quantlflcatlOn antlgénlque du t'acteur de croissance La mlcrotechnlque a
(j'emblée été privilégiée du fait de la faible consommation d'antisérurrt et
d'éc-rlantillon, La mise au point des conditions opératoir'es de cette teclyiique a
été longue puisque des proportions d'antisérum de 1 à 25% dans le gel ont été
expérimentées ainsi que diverses combinaisons des paramètres
d'électrophorèse. Finalement, une proportion de 25% d'antlserum est nécessaire
et les conditions d'électrophorèse sont celles décrites par le fabricant) à savoir
20 V/cm et a 15°(, Des extraits plaquettaires neutres (témoin négatif) et
actIves (essai) ont éte applIques à lilfferentes lillutjons décimales. La rrilse en
évidence de tr'ois fusées superposées pour les écrlant!]]ons neutres (dont les
hauteur-s sont propor-tionnelles à la dilution de l'éalanti]]on) et d'une seule pour
les échantillons activés souleva la possibilité de mise en évidence d'un antigène
hétérogène décrlt par Laure]] (1972) 103), Une hypothèse séduisante serait de se
référer à la structure du complexe latent de haut PM (décrite dans j'introduction
au chapitre 3.5 "Les formes latentes"). Les trois immunoprécipités pourraient
correspondre au LLC au SLC et au TGF-~ 1, En effet) ces trois éléments TGF-p 1
pourraient être présents ou produits dans l'extrait neutre, Le fait que le L-TGF­
~ 1 n'est pas "reconnu" en immunoblotting parait alors contradictoire, Des
échanttlJons de 5LC recombinant et L-TGF-~ 1 purifié n'ont pas vraiment aidé à
la compréhention du phénomène, Deux précipités sont visibles pour les
échant i ]]ons act ivés. Il est à noter que le TGF -~ 1 (en présence ou non de B5A,
PEG) et le peptide ne donnent pas naissance à un immunoprécipité visible, Le
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peptide conjugué à J'ovalbumine ou la BSA peut être considéré comme un
antlgene hétérogène artificiel Seul, le conJuguè ovalbumine permet J'obtentlOn
de plusleurs fusees (quatre) dont un lmmunopreclpite mtense correspondant
certaJnernent a (les antIcorps anti-ovaltl\Jrnme

L' mterpr'état ion de ce prlénornène est vraiment délicate et de nouveaux
éléments expér'imentaux n'ont pu être pr'oduits, La notion de quantification peut
être exprimée dans le cas d'un extrait neutre aprés définition d'une échelle
étalon arbitraire, Mais la nature exacte et la signification de la hauteur des
trois immunoprécipités observés restent une quest ion,

Une autre difflculte d'mterpretation a ete l'lmportant brult de fond
observé dû ala forte proport lOn d'ant lsérum Les lmmunoprécipités sont f ms et
la projection des gels est réellement utile, L'enrichissement et la purification
des anticorps par différentes rnéthodes n'a pas amélioré le résultat. Les
anticorps immunopurifiés permettent une certaine diminution de ce bruit de
fond mais les immunoprécipités obtenus sont flous, Un "lavage" prolongé du gel
semble bien plus efficace,

2.7 Utilisation des anticorps spécifiques en immunohisto­
ou -cytochimie

L'utilisation des anticor'ps anti-(-91-Jü6 pen-net de rnettre en évidence
un marquage reproductible, observé dans le cas du tissu musculaire lisse ou
plutot dans le cas de "cellules à actine", En effet, les cellules musculaires
11sses de la prostate et des vaIsseaux, les pérlcytes vasculaIres, les cellules
myO-épithéliales des glandes mammalres sont des cellules contractiles et dont
un des éléments de structure est l'actlne (ou la myoslne) Le marquage
ponctlforme, ortionné, obser'vé pour les cellules musculalres lIsses en culture
laIsse entr'evoir la posslblllté de la tiétectlOn de TGF-p ou tlUne protéHie assoclé
(~ties structures fibrillaJres de ces cellules Le tlSSU musculalre lIsse
"cancéreux" (leyomyosarcome) n'est pas révélé ainsi que le tissu musculaire
strié, Les térnoins négat i fs (sans anticorps primair'e ant j-(-9 J- Jü6-0VA ou
avec 1gG de lapin) sont de bonne quaI ité, La recherche d'homo logie de séquence
du peptide [-9 J-1 06 n'a pas révélé de résultats en rapport avec ces deux
protéines, actine et myosine, Le test d'immunoblotting sur milieu condItionné et
extrait cellulaire de cellules musculaires lisses en culture n'a pas mis en
éVldence de reconnaissance antigénIque non spécifique. Ces résultats amènent à
se poser des questIons sur ce marquage qui ne semble pas être non spécifique
Bien sûr, il s'agit de résultats préliminaires demandant des investigations plus
poussées (une étude irnmunoliistochimique par microscopie électronique est
envisaqée ainsi que J'ut il jsat ion d'autres ant1corps), D'ai 1leurs, le marquaqe, ,

intracellulaire TGF-p des mégakaryocytes rnédulJaires n'a pu être démontré que
dans un cas de PBO (le processus de décalcitïcation pourrait être trop agressif),
De même, les frottjs plaquettaires n'ont pas permjs de démontrer un
immunomarquage significatif de ces éléments alors qu'ils représentent la
source la plus concentée de TGF-p 1. La qualité des frottis n'est pas
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satisfaisante ainsi que les résultats immunocytochimiques vraiment médiocres.
ICl aussi, la microscopie eJectronique seraJt utile

Plus leurs pub llcat ions font état de la pr'oduct ion d'ant icor~)s
(essent ie 11ernent po Iyc lonaux) ant i - TGF -p par irnrnunisat ion avec un pept ide
synthétique ou la rnolécule native.

Roberts et coll. (1986, 150) ont immunisé des lapins par injections de
100 ~g de TGF-p 1 humain d'origine plaquettaire (pureté> 98%) couplé à la KLH.
Les IgG ont été purifiées par chromatographie d'affinité sur protéine A ­
Sepharose. Ces anticorps ont démontré leur effet inhibiteur sur la fixation du
TGF-p 1 au recepteur et sur l'induction de croissance de cellules NRK en agar
semi-solide. De même, une concentration de 40 ~g/rnl en IgG bloque 89 et 59%
de j'activité TGF-p (1,25 ng/rnl ou 50 pf'1) plaquettaire et d'un milieu conditionné
de lyrnphocytes T tonsillaires dans un essai de syntt1èse de caJJagène li) 'vitro
(incorporation de praline tritiée).

Cheifetz et coll. (1987,29) décrlvent la préparation d'antisérum de lapin
ant i -pept ides synthét iques (résidus N term inaux N°21-38 et C terminaux N"64­
91,\ aprés couplage à la KLH (300 ~g en injections sous-cutanées) et leur
utilisation pour une détection selective de TGF-p 1 (négative pour le TGF-P2) en
immunob lott ing.

Une étude trés complète de Keski-Oja et coll. (1987, 95) a été réalisée
sur des antlcorps polyclonaux de lapin obtenus après immunJsation avec du TGF­
p porcm ou humain, natif ou dénaturé (chaleur, réduction, polymérisatIon ou
inclusion en gel de polyacrylamide ; rappels de 2-5 ~g de TGF-~ en PBS). Un
immunoblotting a permis de démontrer une réaction positive chez tous les
animaux à une di lution de 1/500 ou plus. Trois lapins /douze ont produit des
anticorps d'une assez haute afflnité pour leur utllisatlOn en
lnirnUnOpreClpltatlOn Tous les lapms producteurs d'antIcorps précjpitants
O)loquants) ont été mimunlsés avec du TGF-p natlf Un dosage RIA a été
(jéveloppé Les anticorps ont été purltlés par chromatographie d'affinJté SlW

protéine A - Sepharose La fixation de TGF-~ radiornarqué est inhjbée par les IgG
purlflées, de même que l'Jnhibltion par le TGF-p de la prollfératlOn de cellules
AkR-28 mdulte par la combm31son Jnsullne/EGF Les auteurs pensent que cet
effet inhlblteur des anticorps peut être dO à leur fixatlOn au TGF-p cel1ulalre
pU1SqU'i 1se prodult egalement lorsque les antlcorps sont utJlises seuls. Cette
r'emarque est en f'elatlOn avec l'effet antagonjste des anticorps sur l'inhlbitlOn
d'induction de croissance de cellules A549 en agar semi-solide. Des
concentrat ions élevées (30 ~g/m]) en ant icorps se sont même révélées
st lmulatrlces Pour démontrer que le TGF-p cellulaIre (endogène) pouvait
stImuler (stlmulatlOn autocrme) la croissance des cellules AKR-MCA en agar
semi-solide, des IgG anti-TGF-~ (porcin) ont été incorporées à l'essai. Cela se
verifia et l'addition de TGF-p exogene a démontré son effet antagoniste sur ces
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mêmes anticorps. Il est également signalé que ces anticorps ont inhibé les
propriétés chimiotactiques du TGF-p.

E1l1ngswort.tl et coll. (1988, 52) ont util1sé avec succès des anticorps
polyclonaux (ie lapIn anti-TGF-p l UnJectlon intrarnuscuJait~e de 100 v.g de TGF­
Pl) dans plusieurs tests d'activité TGF-p. Le titrage des antisérums a été
effectuée par~ ELISA vis à vis du TGF-p 1 (1/8,1. 104). Url effet inhibiteur des
anticorps a été observé dans le test d'inhibition par-- le TGF-p 1 de la
pral iférat ion de thyrnocytes st jrnulés par la cornbinaison 1L-] IPHA. Des
concentrations de 25 à 300 v.g/rn1 en IgG ont été efficaces pour inhiber' une
concentration de 5 ng/ml (200 pM) de HJF-p 1. La crOlssance de cellules NRk en
agar seml-solide mdulte par 2 ng/ml (80 pM) de TGF-p 1 a ete inhibee à 90% (et
plus> par 30 et 300 v.g/ml d'lgG. De même, une inhibition de la fixation de TGF­
pl iodiné aux ce 1Jules NRK et aux thymocytes a été rapportée.

Des anticorps polyclonaux de dindon anti-TGF-p 1 et 2, spécifiques de
chaque forme, ont été obtenus par Danielpour et coll. (1989, 38) aprés
lrnrnunisatlon pc)f' injections sous-cut.anées et intra-rnusculalres (100 v.g <.ie
protéine nat1ve porcine). Aprés trois mois, les antisérums de trois animaux sur
douze démontraient un titre (ELISA) suffisant pour bloquer J'inhibition
d'incorporation de thymidine trltiée par les cellules CCL64 (2 v.g/m1 d'anticorps
purifiés par précipitations séquencielles au sulfate de sodium bloquent 50% de
J'action de 0,25 ng/ml ou 10 pM de TGF-pl ; 15 v.g/m1, 100%).
Immunopréclpltation et dosage RIA ont été développés, Le test d'lmmunoblott1ng
(antisérum) permet la détection de 1 ng de TGF-p 1. La fixation au récepteur de
2,5 ng/m 1 (100 pf'"'1) de TGF-p 1 radiomarqué est complètement bloquée par
J'antisér-urn dilué au 1/103.

Par la suite, la même équipe a développé une méthode ELISA type
sandwich (SELISA) en utilisant des anticorps polyclonaux neutralisants de
dIndon et de lapin Wanielpour et coll. 1989,39), L'immunisation des lapins a été
réalisée par co-injections sous-cutanées et lntra-dermiques de 20 v.g de TGF-p 1
(ou P2) porcin et d'ovalbumine, de STI et de KLH. Les antjsérums ont été
caractérisés pour leur capacité d'inhibition de la fixation de TGF-p iodiné
(ce l Iules A549), d'antagoni sme de l'inhibition d'incorporation de thymidine
tritiée par les cellules CCL64. Les anticorps ont été purifiés par
chromatographie d'affinité sur protéine A - Sepharose ou TGF-p 1 - Sepharose.
Des techniques d'immunoprécipitation, d'immunoblotting et de dosage RIA ont
eté développées. Rapidlté, spécificité et précision caractérisent la technique
SELISA qui permet la détection de 0,025-0,050 ng/ml (1-2 pM) de TGF-p. Ce qui
en falt un dosage antigénique dix fois plus sensible que le RIA mais quatre fois
moins sensible que l'inhibitlOn de l'incorporation de thymidine tritiée par les
cellules CCL64 (dosage biologlque)

Enfin, l'étude de Flanders et coll. (1988,54) a consisté en la production
d'ant isérum par immunisat ion (injections intraderm iques) de lapins avec
différ'ents peptides (séquences centrales, Net C terminales) cyclisés et couplés
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ou non (1-2 mg). Les anticorps ont été purifiés par chromatographie d'affinité
sur proteme A - Sepharose ou sur peptide - Affi-(3el 10 (Biorad) Des technlques
ELISA ŒD50 = 1/1,4. 103 vis à vis du peptide; 1/2. 103 vis à vis du TGF-~ 1),
RIA, immunoblotting (détection de lOng de TGF-~ 1), immunoprécipitatiorl,
inhibition de fixation au récepteur des cellules A549 (250 ~g/rnl en IgG jnrJibent
à 80% la fixation de 2,5 ng/ml ou 100 p,'1 de TGF-p 1) et inl'Jibltion de la svnU"lèse
de co 1laqène par les ce llu]es t~Rf< ont été expérimentées. Cette étude a perm ls de
cerner l'importance de la région C terminale du TGF-p pour la fjxation au
récepteur" et en tant qu'épi tope majeur de la molécule native.

Les ant icorps po lyc10naux ant i-TGF -p produits contre la ma lécule native
sont visiblement les plus répandus et les anticorps neutralisants (bloquants)
les plus performants. Il est difficile de comparer nos résultats à ceux de la
littérature du fait qu'il s'aglt d'anticorps anti-peptide synthétique (sèquence C
termmale du HJF-Pl), Malgré tout) si on se réfère au travail de Flanders et Coll
(1988, 54») les anticorps ant j-C-91-1 06-üVA, sont plutât performants en
lmmunoblotting, La détection par ELIS/l, de l'antigène TGF-p 1 natif ou réduit
ainsi que les effets inhibiteurs sur les propriétés biologiques du TGF-~ 1 sont
moins satisfaisants. A ce propos, des témoins négatifs sérum pré­
lmmun/antisérum (seul) et anticorps non spécifiques/anticorps specitïques
(seuls) devraient être réallsés en paralléle Il faut cependant rappeler, ici) que
notr'e but étalt d'utilIser principalement ces antIcorps en immunopurificatlOn liu
H;F-p 1 La possibll i té d'une se lection d'ant Icorps par lmmunopurlf lcat lOn sur C­
91-1 06-BSA - Sepllarose devral t être dIscutée après essaI par rapport ades 19G
puri fiées par chromatographie d'affini t.é sur' protéine A - Sepharose et des
ant jcorps jrnmunopurlf jés sur' TGF -p 1 - Sepharose,

La prèrn ièr-e étude imrnur)Ot-) Istoel"drn ique por'tant sur le TGF -p a été
réal isée sur lies t issus bovins, foetaux par Ell inqswortl-l et Co 11. (1986, 51). Des
IgG dirigées contre un peptide synthétique dont la séquence correspond aux
trente premiers acides aminés N terminaux du TGF-p ont permis de mettre en
évidence un marquaqe des ostéocytes osseux ainsi que des chondrocytes du
cart j lage art ieulaire. Un marquage a également été démontré pour les
mégakaryocytes et quelques cellules mononuclées de la moelle osseuse, les
cellules souches) hématopoiétiques du foie foetal) les thymocytes des
corpuscules de Hassall et quelques thymocytes médullaires du thymus, les
cellules épltJléllales en bordure des calices liu rem. Par contre, un test négatif a
été obtenu pour les cellules des glandes ttlyr'oides, adrénales et salivaires ainsi
que pour l'aorte.
Flanders et Coll. (1989, 55) ont démontré que des anticorps dirigés contre un
même peptide synthétique (N terminal du TGF-p 1) mais dont la synthèse
correspond à deux préparations différentes permettent d'observer des
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m3rquages djfférents. Un marquage princip31ement extr3cel1u13ire, slml1aire 31J
marquage anti-flbronectlne, suggère que le TGF-p extracel1ulalre pourTait être
fixé aux proteines de la matrice. L'autre marquage J lntracel1ulalre J siml1aire aux
resultats obtenus avec d'autres antlcorps dlrlges contre un peptlde C termInai
du précurseur H1F-p 1 et contre un peptIde C termma] du TGF-p 1J pourraIt
reveler les sItes de bjosynthese
Thompson et Coll (1989, 181) ont utIlIse ces mêmes antIcorps (Flanders et Coll
1989,55) pour' etUfjler (jlvers tISSUS mur-'lns a l'état néonatal ou adulte. Un fon
marquage int.raceJlulaire a ét.é observé dans le cort.ex adréna]. les
rnégakaryocyt.es et autres ce 1Iules de la moelle osseuse, les rnyocvtes
cardiaques J les chondrocytes, les tubul es rénales distales, les cellules
glandulair'es ovarj ennes et les ce llules du chorîon placentaire. Pour ce qui
concerne les mègakaryocytes J un marquage intracellulaire mais nucléaire est à
noter !1 s'agit des noyaux multi lobés des mégakaryocytes à un stade oU les
plaquettes ne sont pas encore vlsibles dans le cytoplasme. Un marquage de la
rnatrlce extr'acellulawe a éte {jémontr'e pour le cartIlage, le coeur, le pancréas,
la peau et l'ut.érus. Le rnarquage est particulièrernent intense dans les cellules
spécialisées d'un tissu donné, suggérant que le TGF-p aurait un rôle bIen précis
dans ce tissu. Les auteur's ont également. effectué une étude paralèlle par
NortherT\ bloU ing, démontrant une faib le cor ré lat ion entre l'expression d'ARNrn
TGF -p 1et la présence de la protéine.
La rnême éqUipe (Hlompson et Coll. 1988, 180) a sou! igné le l'Ô le du TGF-p i lor-s
d'infarctus ciu myocarde (expérimenta1etiez le rat) en ut il isant les anticorps
"anti-TGF-p intr'acel1ulaire". Le marquage lilSpat'ait lentement aprés l'jnfar~ctus

puis s'intensifie en bordure de la zone lésée. Une autre partie de l'étude a
dérnont.ré un rnar'quage intense des neurones des gang] ions vagaux et des ce llules
dans le nodule atrio-ventriculaire. Ces éléments semblent indiquer un rôle
important du TGF-p dans la physiologie cardiaque et dans la réparation
tissulaire.
L'assoc iat ion du TGF -p avec les g1 ioblastomes est bien connue. Samuel s et Co] 1.
(1989, 162) ont rapporté la détect ion irnmunocytochirn ique de TGF-p pour les
turneur-s bénignes et malignes mais pas pour le tissu normal, correspondant.

1ci encore J la comparaison de nos résultats (préliminaires) avec ceux de
la littérature est assez délicate car les anticorps "habituellement" utilisés sont
plutot lies antlcorps anti-peptide synthétique lie la région N terminale du TGF-p.
De plus J F1anders et Co 11. (1989 J 55) ont démontré que des pept ides de séquence
identique mais dont la synthèse a fait J'objet de deux preparations différentes
génèrent la product.ion d'anticorps polyclonaux qUl donnent des résultats
total ement di fférents en imrnunohistochim ie. Il peut s'agir d'un problème de
conformations différentes du peptide. Néarnoins, ceci suggère que les résultats
obtenus avec des anticorps donnés sont des résultats originaux qu'il faut
interpréter et comparer en tant que tels. Cette remarque s'applique au cas des
mégakaryocytes dont le marquage est décrit intracytop1asmique chez le foetus
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de boeuf par Ellingsworth et Coll. (1986, 51) et nucléaire chez la souris
neonatale ou adulte pour Thompson et Coll (1989, 181) Ces mèmes auteurs
iThompson et Coll 1989, 181) decrlvent lE' marquage des myocytes cardIaques
Une etude plus complete (Thompson et Coll 1988, 180) (jémontre un marquage
Tl1F-~ au nIveau (iU myocanie ct"leZ le rat Le tISSU musculaire est clone étudIé et
reve/e positlt' dans ces deux cas L'associatIOn d'un marquage "TGF-p
extracel )ulaJre" avec un marquage de la t'lbronectlnE' est decrlte par Flanders et
Co Il (1989, 55) Ces mêmes auteurs pensent que des ant ICOt~pS (iWlgés contre un
peptl(ie synnlétlque de la partIe C terminale du T(jF-p 1 pourraIent mettr~e en
eVldence le "Tl1F-p mtracellulalre" aux sItes de blOsynthese CecI est
mteressant par rapport a une aSSOClatlon pOSSIble du marquage que nous
observons pour les ce Ilu les muscu lalres 1isses avec une protéine structl.wa le (ie
ces cellules: l'actine (ou la rnyosme)

3 Purification du TGF -p 1 humain d'origine plaquettaire

3.1 La source de TGF -p 1

Environ quatre à cinq mille concentrés standards de plaquettes humaines
périmés seraient disponibles par an (relations privilégiées avec ]e C.RT,S. de
Nancy) pour ]a purification potentielle de facteurs de croIssance Il est a noter
que les plaquettes représentent la source de TGF-pt la plus
concentrée de l'organisme.

Les mOli] f lcat IOns rnorp~lO Joglques et OlOUllt'(llques (jes plaquettes au
cour-s de leur isolernent et leur stockage entrainent, notamrnent, un relargage du
contenu (jes qranules alpha (Bode 1990, 13) contenant le PDGF et le TGF-p 1 ainsi
que la p-TG, un (jes marqueurs (je l'activatIOn (seuétlOn) plaquettalre (Steen et
Holmsen 1987, j 76), Compte tenu que sa concentratIOn plasmatIque est de 50
ng/ml J que les plaquettes humaines en rent'erment 17,7 mg/109 plaquettes
CYat~dumlan et coll 1986,2(2) et qU'un concentre standard contlent environ 5
1010 plaquettes dans envIron 50 ml de plasma, la concentratIOn plasmatlque)
maXlma le, potent le Ile apres aetlvatlOn totale, pOUtTalt étre de 17,7 mg/m 1 Un
dosage ponctuel a révé lé une concentrat ion de 13300 ng/m 1. Donc. une faible
act Ivat Ion faisant penser que la quaI i té des plaquettes, apr'és conservation
durant cinq jours, est tout à fait satisfaisante. Aprés une
congélation/décongélation du concentré, la concentration est augmentée de 80%
(24000 ng/mD alors qU'un dosage de l'activité TGF-p 1 (inhibition de
l'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64) démontre une
augmentatIon de 11,5% (89 -) 99 ng/m]). Cette remarque indicative permet
d'introduire la notion de qualité et de quantité pour la source utilisée
dans la purification de TGF-p 1 et autres facteurs de croissance plaquettaires.
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Raines et Ross (1985, 142) ont t'apporte que 90n de J'actlv1té
stlmulatrlce de la crOlssance et 70 a 90% du PDlJF sont relargues dans le plasma
des concentres plaquettalres} humams} pérlmés} traites 24 à 72 h aprés leur
collecte SekHJO et coll (1987,165) ont (jèrnontre que l'actlvlte PDGF est blen
maintenue dans les concentr'és plaquettaires conservés durant cinq JOlWS.

Asso ian (1987, 7), cornpar'ant le nornbre et la qua1i té des concentrés
plaquettaires (culots lavés) mis en Jeu dans sa rnéUwde de purification du TGF­
pl, a souligné l'importance de la source (qualité et quantité) sur la quantité de
TGF-p 1 purifié.

- 10119/25 poctles pél'imées
- 100 ~l91 100 poches périmées
- 200 I1g/ 100 poches "fralches"

Une purificatlon sur un grand nomtJre de concentrés est donc sounaltable
du (ait d'un retentissernent aussi irnportant sur les quantités purjfjées, Une lies
explications possibles à ce pllénomène serait que les per-tes de TGF-p, molécule
trés ~wdropt-Iobe, au cours de sa purj f icat ion se l'épercutent propol't ionne 11ement
moins dans le cas d'un fractionnement plus important

L'utll1satlon des culots plaquettalres, outre la dlmlnutlon de volume et le
gaIn de place pour stockage, presente l'avantage d'élIminer la dilutlon du facteur
de croissance dans le plasma) milieu trés riche en protéines (et notamment en
a2-macroglobulme), et donc une plWlflcatlOn faCIlitée, Il est a noter que l'a2­
macroglobuline est consIdérée comme protéine de capture de ]'exces de TGF-p au
site d'action de ce facteur de croissance pour en lImiter la zone d'action ainsl
que sa forme de clearance probable, Sa presence est donc genante ainSl que celle
d'une proportIOn non négllgeable (je glo!xIles rouges dans les culots, du faH lie la
contamination en hémoglobine induite, L'hétérogénéïté, la qualité et le volume
des Jots de concentrés sont à prendre en considération cal~ leur influence sur les
rendements de purification et la qualité des facteurs de croissance purifiés a
été plusieurs fois décrite: HeJdin et coll. (1987, 73) ; Cone et coll. (1988, 36) ;
5trassman et co 11. (1989, 177),

Les plaquettes sont des élements très difflciles à "casser" Le choc
osmotIque en eau dIstIllée ou la congélatlOtVdécongélation ne sont pas
considérés comme satisfaisants (Baenziger et [vlajerus 1974, 10) mais du fait
des volumes mis en Jeu dans les méU'lodes de purification employées,
l'utilisation d'autres techniques Jugées plus efficaces (décompression dans une
bombe à l'azote, sonication, homogénéïsation, gradient de glycéroD n'est pas
possible. Il est à noter que Assolan (1987, 7) décrit la congélation de culots
plaquettaires dans l'azote liquide, sous forme de billes pour une
homogénéïsat IOn rapide et efficace lors de l'extract IOn,
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3.2 Purification du TGF-pt selon la méthode d'Assoian

Parmi les pt~emjères riiéthodes de purification du TGF-pl (forme actlve)
publiées, la métt'wde (TGF-p 1humain d'origine pJaquettajre) décrite par Assoian
et coll. (198}, 6) a constitué une base de travaj] pour ce proJet. Celle-ci
consiste en une e;<traction éthanol acide de culots plaquettaires lavés puis
précipitation à J'éthanol/éther et deux étapes de filtration sur gel sur support
de poJyacryJamide tirant partie des interactions hydrophobes du TGF-p 1
(différentes en présence d'urée 8 M) vis à vis de ce support . Une étape
addJtlOnnelle de dessalage-purlflcatlOn HPLC (Assolan 1987! 7) permet la
purHicatlOn flnale du TGF-p 1(pureté> 95%)

Pour ce qUl nous concerne, la méthode a été appliquée avec un essal de
chromatographle en phase lnversée sur support FPLC C8/C 1 (ProRPC, Pharmacla
U<B BlOtechno logy)

Les lavages des culots plaquettalf-es ont par'fois conduit à une activation
(supposée) des plaquettes entrainant leur élimination et la remise en question
de ces lavages lourds à mettre en oeuvre. La procédure de lyse - extraction n'a
pas posé de problème, mise à part la manipulation délicate de gros volumes de
solvants volatlls, onereux et nécessitant l'utilisation de matérlels protèges
non dlsponibles (ethanol et ether) Une alternatlve a la centrHugatlOn (non
protegéeJ de solvants ser'alt la filtratlOn sous VIde, sur filtre papler, pr~oposée

par l'auteur. La prerYIièr"e étape de filtration sur ael permet l'élimination de 95%
~,

des pr-otélnes injectées, Une forte contarnlnation par des protémês de petit P,"'j
est à noter (SDS-PAGE). Cette première étape a été réalisée à 4°C pour limiter
les phénomènes de diffusion. La position d'élution du TGF-pl se situe à 18 kDa
(la méthode originale la situe à 17 kDa). La seconde étape de filtration sur gel,
en présence d'urée 8 ~1 pour prévenir l'élut ion retardée du TGF-p 1 et ainsi
séparer le facteur de croissance des protéines de plus petit P~1, permet
d'améliorer significativement la qualité de la préparation (position d'élution à
20 kDa alors que la méthode originale la situe à 25 kDa), Mais la nécessité d'une
etape de purHication flnale est évidente, L'essai de chromatographie en phase
lnversee sur ProRPC HR 5/1(1 n'est pas concluant plllsqu'une contamlnatlOn par
des protelnes de petlt PM perslste et une forte perte d'activité TGF-p 1 est a
noter, Le bllan de purHicatlOn est incomplet du fait de j'impossibilité de mesure
de la concentratIon protéique dans la rt~actlOn phase lnversée, Les quantltés de
TGF-p 1 évaluées dans l'extrait et la fractlOn filtration sur gel sont faIbles
(purlflcatlon réalIsée à partir de vingt cinq concentrés) et discordantes
(rendement de 875%) Cecl est probablement lié au dosage de l'actIvité TGF-p 1
par~ lnduction de la croissance de cellules NRK-49F en agar seml-solide, La
quantité de protéines obtenue à l'extraction (84 mglvingt cinq poches) est plus
faible que les résultats décrits (100 rng/25 g de plaquettes lavées). Il en va de
même pour la quantité de TGF-p 1 dans la fraction filtr~ation sur gel 1 (0,04
mg/ 100 mg de protéines contre 2,6 mg/ 100 mg de protéines. Les auteurs
concluent à l'obtention de 10 119 de TGF-p l/vingt cinq poches en comparaison
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avec 1,7 j.lg/vjngt cinq poches dans notre travai 1. Le rendement final de
purification a été évalué à 10,8%

3.3 Purlflcat10n du TGF-p 1 selon la méthode de Cone

Après extraction à l'alcool aClde des culots plaquettalres non laves) la
mèthode de puriflcation du TGF-p 1 (forme active) plaquettaire, humaJn, décrite
par Cane et co Il. (1988, 36) est basée sur une chromatographie d'échange de
cat ions pUIS une chromatographle HPLC en phase Jnversee

Cette métho,je Cl eté adaptée à une chrornatographle d'échange de cations
Sllf' un support li'utiJisation aisée et disponIble au laboratoir'e : le COOH­
Sp(lerodex, La tectinlque d'extraction alcool acide est tout à fait sJrnilajr'è à
l'extraction de la méthode d'Assoian, Le fait que les culots ne soient pas lavés
est un avantage ains1 que l'absence de la préclpJtat10n à l'éttîanol/éU,er, Les
auteurs soulJgnent le fait que la concentratlon en proté1nes de l'extrait dépend
de l'importance de la contaminatlon en globules rouges des culots Une grande
partle de l'hémoglobJne est éllmlnee par ajustement du pH a une valeur de 5)5
L'evaporatlOn r"otatlve de j'éthanol n'a pas posé de problème et permet une
llim jnut IOn appréc Jal) le de vol urne ains i que j'el irn inat ion des pr'otéines a1coo10­
solubles, Une étape additionnelle lie dlalyse contre le tampon d'équilibrage de la
colonne d'écrlange de cations permet d'ajuster la force ionique de l'extrait ainsi
que l'élimination d'éthanol résiduel. La chromatograph1e d'échange de cations a
facilement été réalisée, à débit relativernent élevé, L'élution du TGF-pl est
effectuée dans la méthode originale par gradient de NaCl (jusqu'à 1 M), Devant
l'absence d'un tel résultat, dans notre cas, rnalgré un gradient de NaCl jusqu'à
une concentration 3 M, J'activité TGF-p 1 a été démontrée dans la fraction de
régénération AJAc, Malgré l'hydrophilicité du support, il est vraissemblable que
J'adsorption du TGF-p 1 sur cet échangeur de cations n'est pas de type
interactions ioniques, Il est à noter la lactescence de la préparation, témoin
probable de la présence de nombreux lipides et lipoprotéines désorbés par la
forte proportion d'éthanol. Consideree comme un avantage) cette observatlOn
nous a condUIt à pourSUlvr'e la purlfication vers la chrornatographle en phase
irwer'sée aprés é1irn ination de l 'éU1ano 1. L'ut il isatlon du support FPLC ProRPC n'a
perrniS qu'une arnélloration lirnîtée de la qualité de la préparation, L'analyse
SOS-PAGE avec coloration argentique démontre la présence de contaminants de
pet1t PM, La faible concentrat1on protéique de la fract10n phase inversée, non
quantlfiable par la technique de Lowry, fait que le bilan de purification est
incomplet. Il est à noter la discordance des quantités de TGF-p 1 dans J'extrait
et la fract.ion AJAc alns1 que la forte perte d'activité TGF-~ 1 au cours de l'étape
de chromatographie en phase inversée, Nos résultats (2,8 j.lg/rnD sont
satisfaisants puisque les auteurs décr-ivent une concentration de TGF-~ 1 de 2,5
j.lg/ni] dans l'extrait, Le rendement final de purification a été estimé à 11%
contre 30% annoncés par les auteurs,
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3.4 Purff1cat1on du TGF -p 1 selon la méthode neutre

Les deux méthodes de purification précédemment décrites sont orientées
vers 13 purification particulière de TGF-pl (forme active car réalisées en
condition acide). Or, le travail pntrepris est basé sur la purification de
pIU51NJr5 facteurs de croissance humams d'ongine p! aquettalfe Une
association VOlfe une harmonisation de purification d'au mOJns deux
facteurs de crOlssance clbles' PD6F et T6F-pl est souhaitable C'est pourquol
nous avons penser a un schéma de purification plus global des facteurs
de croissance humains d'origine plaquettaire Les purlflcatlOns du PDGF
(Heldifl et col], 1987,73\ du PD-ECGF (i"!iyazono et coll. 1987, 124) et ciu L­
TC1F -~ 1 (~liyazono et coll. j 988, Î 25) assoc lés permettent la vjs jan d'un te 1
sOwrna 910l)al pouvant être orlente vers la pur1flcatlOn liu TGF-~ 1 il s'aglt (lu
travaIl appelé rnétJll)(je neutr~e

A.près une étape de lyse - extraction à pH neutre, l'extrait plaquettaire
neutre (pH 7,4) contient,

- Je· r'JÎ!GF et der.; h--:':lcc,.-· !je Tr-~ -a 1 for'tütyerît c::'t l Otil' 'lU' ,:;, . r L· J, . - '-' v'.... \,. J \. - 'VI JI '.' v\..111 . .~< l , l1 e.,
- le PD-ECGF, anionique
- le L-TGF -p l, fortement anionique

L'étape de chromatographie d'écr,ange de catIons permet l'adsorption du
PDGF et de traces de TGF-p 1) fortement cationiques, Une purification
potentiel1e du PDGF peut alors être envisagée. Le PD-ECGF et le L-TGF-p 1

anioniques, présents dans J'effluent de cette première étape chromatographique
sont adsorbés par chromatographie d'échange d'anions. L'élution différentielle du
PD-ECGF et du L-TGF-p 1 débouche sur leur purificat ion individuene, patent le1le,
L'orjentation de la purification vers Je L-TGF-p 1 ou le TGF-p 1 peut être
déterm inée à ce stade.

Le protocole de lyse - extractlOn a pH neutre! décrlt par HeJdin et coll
1987, 73) dans le cas de la purlflcatlOn du PDGF, a ete appllqué apres
cornpar--alson lie la comblnalson choc osmot ique - congé lat IOns/decongelat lOns
lians le cas (je culots plaquettawes non lavés pour la purlflcatlOn de TGF-p 1 il
est a noter que la totalHé des manlpulatlOns est réallsée à 4°( pour lirnlter les
pertes d'activîté par dénaturation, protéolyse, développement microbien ",) Le
choix des ions ptiosprlate dans le tarnpon de lyse - extraction/équilibrage
(phosphate de sodium 10 m~'1, pH 7,4) est 1ié à leur propriété protectrice des
protéines en même temps qU'un bon pouvoir tampon à faible concentratfon, La
première étape chromatographique d'échange de cations sur COOH-Spherodex
est basee sur des resultats de travaux précédemment réalisés au laboratoire.
Une evaluatlOn antérieure de capacité du support a démontré une inJectlon
posslble lie 57 1 de PRP (plasma et plaquettes)/I de support, SOlt environ trois
cent concentrés plaquettair'es pour la colonne utilisée. Une faible proportion de
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TGF-pl (2,7% de l'activité TGF-pl injectée, élution A1Ac) est retenue sur le
support. La seconde étape crirornatograph ique d'éc~i(mge d'an 1ons est. réa! isée sur'
OA,E-Sephadex (Pharmacia LKB Bjotechnology) dans la méthode originale de
purification du PD-ECGF/L-TGF-pl. Du fait de l'utilisation de 0 Sepharose Fast
Flow, une étude des conditions d'éJution (concentration en NaC]) du L-TGF-p 1 3

démontré que cel1e-ci est rna~\imale à 300-400 m!'-1 de NaCl en tampon phosphate
de sodium 10 mM, pH 7,4 En conséquence, une prem 1ère élut ion a été réalisée à
concentration de NaCl 200 mM permettant la desorption presumee du PD-ECGF
Le L-TGF-p 1 est élue aune concentration de NaCl 500 mM. Une concentration du
L-TGF-p 1 est effectuée par précipitation au sulfate d'ammonium à pH neutre
ouvrant la voie à une chromatographie d'interaction hydrophobe (en milieu
sulfate d'ammonium) dans la méthode de purification originale du L- TGF-p 1.
Orientant le schéma vers la purification de TGF-pl, une activation du L-TGF-pl
(dialyse contre une solution d'acide acétique 1M) intervient à ce stade. Il s'agit
d'une étape trés importante et critique (le TGF-p 1 est libéré de son comple>~e

donc hydrophobicité à prendîe en compte) dont le rendement est le plus faible de
toutes les autres étapes. L'activation par différentes techniques (dialyse
acet lque) aCldH Icat ion/neutra 1isat IOn, additlon dlrecte d'acide acetlque et
extrait de Cone), en presence ou non de B5A 1 mg/m l, a demontré que "addlt lOn
dWE'cte (j'êieJ(jE' acetlque JUSql.(3 une concentratlOn (je lM ou la (jialyse contre une
solution li'acide acétique 1["1 (sans BSA) sont les rnéthodes les plus
perforrnantes. l'1ais la liia]yse présente l'avantage d'élîrniner les sels résiduels
(l'y'oprlÎlisation) ain:,! que les petits peptides générés (parmi les contaminants
potentiels). Une étape de filtration sur gel termine Je schéma de purification du
TGF-pl. Le bilan de purification est incomplet (concentration protéique trop
faible dans la fraction filtration sur gel) et le rendement final de purification
est estimé a seulement 1,7%. La qualité (SDS-PAGE) de la préparatlon est
satlsfalsante compte tenu de la slmp!lclté et de la rapidlte de la methode Ici
encore, oes contamlnants (surtout de petlt PI"'J) sont en cause Une tentatlve
lfame1lOrat Ion (je la qua 1i te de la prepar'at lOn par' chromatograpllle en ptlase
inversée sur support Pro RPC n'a pas donné de résultat significatif. Etant donné
la distribution des Pî'1 (SDS-PAGE) des différents éléments de la fraction
filtration sur Biogel P-60, une filtration sur gel type HPLC a été envisagée.
Disposant au laboratoire du support J 00 DIOL, un essai de filtration sur gel FPLC
a été ponctuellement effectuée. Trois pics ont été observés mais leur analyse
(50S-PAGE) n'a pu être effectuée du fait de leur faible concentration proteique.
Compte tenu de la quantité non negl igeable de protéines mise en JelJ, il est
certam qU'une bonne part ie de ce lie-Cl s'est adsorbée par mteractlOn hydrophobe
sur le support. Un second essai de chromatographie en phase jnversée a été
tenté. Une séparation trés effective du TGF-p 1 de ses contaminants a été
observée conduisant à une préparation de très haute qualité.
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3.5 Immunopurjfîcat1on du T6F--p 1

L'immunopurification du TGF-p 1était un des objectifs de ce travail. Il est
à noter que la concentration des anticorps immunopurifiés pour la préparation
de 1'immuno-adsorbant a conduit à une précipitation non négligeable des igG
dont il faut tenJr compte pour envlsager le taux de couplage Un rendement de
flxatlOn moyen de 73% a eté obtenu avec un taux de couplage satlsfaisant de 3,6
mg/ml (je gel L'utlllsatlOn cJe glyclne comme agent de saturatlOn des sltes
libres (aprés coupJaqe des anticorps) rX'ésente J'avantage d'une molécule
r-elativernent plus (lvdropt-jile que l'éthanolamine rnais irnplique la fixat'ion de
C(larges négatives par le qroupement -COOH de cet acide aminé, Différentes
préparations de TGF-p 1 plus ou moins purifiées ont été expérimentées, Un
extrait neutre, activé a permis de choisir les conditions d'élution, Un extrait de
Cone (plus drastique) a permis de démontrer des adsorptions non spécifiques à
la matrice saturée, La connexion possible d'une étape dïmmunopurification au
cours d'une purification du l'GF-p 1 a été vérifiée en ut11isant des fractions
purifiées, dér']vées de la métrlOde neutre, Une telle étape trouve sa place non pas
en amont rj'une purlfication m211S a partlr d'une preparatlOn pré-purIfiée En
effet, )'lrnmuno-adsorptlOn semble "genee" lors de l'ut111sation d'un extr<:l1t
encore tr'op twut

Un e>Jrait neutre activé a été préparé à partir d'un qrand nombre de
concentrés pour disposer d'une quantité potentielle, suffisante de TGF-p 1,
L'efficience d'adsorption de 83% n'a pas semblé démontrer une saturation de la
colonne, Un lavage à forte force ionique a été effectué pour éliminer des
adsorptions non spécifiques (type ionique) toujours possibles, Une faible
quantité de TGF-p 1a été désorbée (1 % du TGF-p 1 adsorbé). Les é1utions glycine
acide et thiocyanate de sodium chaotrope démontrent l'efficacité de l'élution
glycine acide (8,5% du TGF-p 1 adsorbé) mais celle-ci est complétée par le
tr'docyanate (je sod1um (0,09% du TGF-p 1 adsorbé), En conséquence, cette
dernière a été appliquée par la suite, Au total, seuls 9,7% du TGF-p 1 adsorbé a
été élué. Le rendement final d'imrnunopurification (fraction glycine) a été
estimé à 7%. Les élutions glycine acide et Uliocyanate de sodium (molarité
conséquente et caractère chaotrope) possèdent l'avantage de placer d'emblée le
TGF-p 1 dans un environnement favorable à ce facteur de croissance.

Une matrIce actlVee) saturee par la glYCIne) a permIs de démontrer des
alisor~ptlOns non speclflques de proteines, par application d'un extraIt de (one,
dont J'él irnjnation lève une certaine gène dans J'immunopurification (ou la
quantification de l'activité TGF-p 1) dont l'efficacité d'imrnuno-adsorption et le
rendement d'immunopurification passent de 72 à 96% et de 1 à 14%, la
proportion de TGF-p 1éluée par rapport à celle adsorbée passant de 1,5 à 15%, La
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per'te de TGF-p 1entrainée par cette pré-adsorption non spécJflque n'est pas trop
importante (estimée à l?n

Des fractlOns dérlvees de la purlflcatlOn du TGF-p 1 selon la methode
neutre ont egalernent ete utl11sees L'eff1Clence Ij'immuno-adsorptlon, le
rendement d'lmmunopurlflCatlOn et la proportlOn de TGF-p 1 éluee semblent
augmenter avec le degré de purlfïcation de la préparation Injectee. En eftet, La
fnctlon prec1pltatlOn au sulfate d'ammOnH.lm condult a des valeurs respectlves
de 92, 64 et 69% alors Que pour la fractIOn flltratlon sur BlOgel P-60 (en
présence de BSA), jl s'aglt lie 90, 75 et 83,5%, Cette dernière fraction a penrlÎS
cJe démontrer une adsorption non spécifique de la BSA au support cJ'irnmuno­
affinité (15%) mais surtout à la matrice activée, saturée par la glycine, (10';!n
Cela est peut être dû à la capacité de fixation de petites molécules par la BSA
(dont les acides aminés comme la glycine),

L'analyse SDS-PAGE avec coloration ar'gentlque et le test
d'mlmunoblotting permettent de constater un certain r-elargage des anticorps
(et/ou fraqments) dans les préparations de TGF-p 1 irnmunopur1Tïé, Les autTes
protéines contam jnantes, rnaJeur'es se situent à <.les Pfvl d'environ 55 et 30 kDa
rnalS surtout au niveau de pètjts Pf'1. Il est certain que la qualité des
préoarations de TGF-pl est améliorée oar l'étape de c~lr'ornatogl'aphie

d'imrnunopur-ifjcation mais qu'au moins une étape postérieure est nécessaire, Un
essai ponctue] de chromatogr'aphie en phase inversée sur support Pr'oRPC amène
à penser qU'une telle étape additionnelle ne posera pas grand problème quant à
son efficacité, Dans notre cas, une efficience d'adsorption de 81 %mais un faible
rendement de 27% ont été évalués, Bien que la qualite de la préparation solt
amellOree, des contammants de petit Pf"l sont encore présents

Les eff ic iences d'i mmuno-adsor'pt ion, rendements d' lrnmunopur'j f ication
ont été éva lués par dosage bio logique du TGF -p 1 et les remarques concernant la
validité des "concentrations d'activité TGF-p 1" mesurées, fattes au début de
cette discussion, sont bien sûr valables pour cette par-tie, Néanmoins, un aspect
différent s'y ajoute. En effet, les anticorps (et/ou fragments) relargués au cours
de la chromatoqraphie d'immunopuri ficat ion pourraient amener des inhibit ions
ou modulations d'activité additionnelles. Les faibles proportions de TGF-pl
éluées par rapport au TGF-p 1 adsorbé appuient ces remarques, De même, J'étape
de pré-adsorption non spécifique d'un extrait de Cone semble lever de telles
jnfiibitions ou modulations et ceci d'une façon tout à fait significative.
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L'jmmunopurification des facteurs de croissance n'est, semble-t-j], pas
tres presente dans la lltterature Harper er col] (1987, 67) ont rapporte
l'utlllsatlOn de la chromatographIe d'immuno-afflnltè (antIcorps monoclonal)
pour la pur"lflcatlon (j'EGF urJn('l1re, I,umam La preparatlOn (j'EGF sourrllse a
irnrnunopuri f leation a été réalisée par chron,atogr-apl-lie d'éc~,ange d'anions (en
batel-',), pl-ée ipi tat ion à l'étl,ano1 et une nouve lle el-lromatograPljie d'écrian~lê

d'anions. 1] est à noter qu'i 1 n'a pas été possible d'adsorber l'EGF sur le support
d'immuno-affinité aprés la prernière cllromatograptlie d'échange d'anions car il a
été nécessaire d'é1lm 1ner, au préalable, les sels lnso lub les, les protéInes
denaturees et pIgments L'élutlOn a eté effectuée par ',me solution d'acHie
acetlque 1r

v l, conduIsant a un rendement d'lmmunopurJflcatlOn d'envlfon 57~~

Ce même type (j'elutlOn, plut6t drastIque, a ete également appllquee par
Nlshikawa et coll. (1987, 133) pour une pur'ification similair'e d'EGF urinaire,
I-Iurrlain. Les auteurs signalent que la colonne peut êVe réutilisée cinq fois sans
altérer la capacité li'immuno-adsorption,

Un autr'e e;<emple d'lrnmunopurificat1on (anticorps monoclonaux) de
facteurs de croissance est celui de la purification selective de deux des tr01s
dlmeres de PDCJF CAB et BB) humaln d'orlg1ne plaquettaJre decrlte par Hart et

)] lq"- '-q 1) t t t d "b' '·t 'lt Id' lt)co (,.YU)o_) ,nex ra1.neu,re, en rmet.rolscongea,lons econgea.lons
(Je concentres plaquettaJres pérImés a eté réalisé avant une O,romatograptjle
d'écl-lange de cations. PUIS, l'étape de O'womatograpljje d'immuno-affinité a été
entrepr-ise avec une élut ion type glycine acide. La purification est ténrlÎnée par
une étape finale de cl'Iromatographie HPLC en priase inversée.

D21sch et cal1. (1989, 41) ont rapporté J'immunopurification (anticorps
monoclonaux) de TGF-p2 à partir d'un extrait d'os bovin purifié par filtration sur
gel et chromatographie d'échange de cations. L'éJution a été effectuée par une
solution de glycine acide et le TGF-p2 éJué, soumis à une étape finale de
chromatographie HPLC en phase inversée. Les auteurs soul jgnent qu'en utll jsant
une te Ile immunopUt'i ficat ion, il a été possible d'é1lm iner un contam inant de
tiet1 t P!'-l Ni-é11uant ··:l\·/ec 1p Tr,I="-Il') 11 0' t'Q (je. l'Pt·)p{:;, dp r·I,"I'orr;:)h"'Jl'lt'aphjp HPLr pnr-'" \.. 1 - \,..\,/ ., 1".11' \..fV 1 ...... v! tJ- 1....; \.\.. ~.. <), 'v \.. \.-1 IUv\.~. Il """ \..- ...·11

P"',ace. inllcrcée
J ...J'v li 11./\..1 ~ "

Les rnéthode'3 de purlflcatlon du TGF-p 1 rlurnain d'orlgine plaquett'l1re
pul)llées (jans la littérature sont essentlellernent les méthodes décrltes par'

- Assojall et coll. (i983, 6); Assoian (1987,7)
- Cane et coll. (1988, 36)
- Van den EiJnden-Van RaaiJ et coll. (1988,186)

Les troIs méthodes font appel à une extraction acide donc d'emblée à
une purification de TGF-pl (forme active) ainsi qu'à une technique
chromatographique performante mais sophistiquée la
chromatographie HPLC en phase inversée. Il est à noter que Assoian ( 1987,
7) décrit une adaptatIon de sa méthode à une purification importante portant sur
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portant sur deux cent cinquante concentrés, Van den Ejjnden-Van Raaij et col]
(1988, 186) adoptent une demarche lnteressante tout en se referant a la
methode d'Assolan (extralt alcool aCIde, preClpltatlon ethanol/ether, fl1tratlOn
sur (jel et c~'womatograptile en phase Inversee HPLCl Apres l'étape tle fIltration
sur qel, une c1'lf"ornatograpliie HPLC d'éO"lange tle cations en milieu salu", volatil
(acétate el'arnrnon lurn) perrnet ré] lm inat lOn de proté inéS contarn Inatrices de
petit P~l ~Jar- élutlon retar'dée du TGF-p 1, Ce type de sel volatil est appréciable
VIS à vis lle ]'ur'ée 81'1 utilIsée par Assoiarllians la seconde étape de filtration
sur gel. Une concentration sur cartoucrle prlase inversée et une chromatographie
en phase inversée terminent la purification. L'originalité de la méthode réside
dans le fait qu'elle est réalisée à pH acide, en utilisant des so]vents ou sels
volatils (concentration par/et lyophilisation aIsées) en conditlons stériles
(tests blologlqueS) Les rendements sont decrlts comme dIX à vIngt fOIS
me) lIeurs que pour les autres methodes . 800 ~g de TGF-p l/quarante concentres
plaquettawes laves

Pour ce qui concerne la source, l'utl]jsation des cuJots pJaquettaires
est c.el'taînernent oréférable au PRP (sans r'etentissement notable sur" les
quantltés de facteurs de croissance par pertes dues à une actlvatlûn
plaquettalr'e) pour une purlflcatfon plus aIsée (volume rno1ns Important, pas
de dilution dans le plasma trés riche en protéines), Par contre, Je nombre de
concentres mIs en Jeu a son Importance et de grands fractlOnnements sont
pref erab les Lorsque les trois methodes d'extract lOn ut 111sees durant la
r-éal1satlOn (Je ce travaIl (ASSOlan, Cone et extractlOn neutre) sont comparées, JI

apparalt que l'extractlon éthanol acide de (one est la plus effIcace (7 105
ng de TGF-p l/deux cents poches) tout en demontrant la meilleure actlvlte
spécifique (4000. 10-6 mg/mg). La précip1tation éthanol/éther y faisant suite
dans la méthode d'Assoian présente ]'lnconvénient d'utilIsatIOn d'éther (solvent
onereux) qUl demanderalt un materJe1 adapté et protege Ces deux technIques
d'extractIOn aCltie placent (j'eml)lée la pur'lfH.::atl0n (Jans l'optIque (je la
préparatlOn de TGF-p 1 (forme actIve) Il seraIt, peut ètre, alors pOSSIble
cl'envlSaqer un schéma de purificatlOn ties deux facteurs de croIssance
catlOnlques . PDGF et TGF-p 1 mais cela ImplIquerait une certaIne co­
purification L'utilIsation du support C:OOH Spllerodex (IBF-Biotechnics) serait
une alternative du fait de l'élution différent.ielle du PDGF dans la solution de
régénération NaCl 1 1'1 et de celle du TGF-p 1 dans la solution de régénél'ation
finale AIAc La quallte du TGF-p 1 ainSI obtenu demantie (au mOins) une étape de
purl f lcat IOn acldlt lOnne 1Je La chromatographIe en phase Hwersée s'avère être la
plus ut i] isée et per'formante, Il nous a été possible de jUger les performances
d'un systèrne de c:tlromatoqrapt-)ie HPLC en ptiase inversée C4 et 11 semble qu'un
tel rnat.érlel soit un passage oblfgé pour la producUon et J'analyse de
proté1nes hautement pur1f1ées tels Jes facteurs de croIssance, qu1
pJus est. à forte valeur ajoutée. Une autre optique de purification est
démontrée par la méthode neutre. La trame d'un schéma de purification plus
global des facteurs de croissance humainS d'origine plaquettaire permettrait la
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plaquettaire permettrait la purification de PDGF, de PD-ECGF et de L-TGF-~ 1
et/ou TGF-~l. L'extraction des plaquettes en mileu neutre conserve les
caractéristiques biodllrniques différentes du PDGF (cationique) et du L- TGF-p 1
(anionioue) ainsi que la possibilité de PI'éparation d'un tf"olsième facteur de
croissance, le PD-ECGF, Il est alors possible de connecter les résultats des
travau/~ du laboratoire sur~ la purification du PDGF par l'introductlon du support
COOH-Spherodex en amont de pur-'lflcatlon, L'etape sulvante de ctîromatographle
d'échange d'anions entrame la purHication différentielle du PD-ECGF et du L­
TGF-p 1 Il reste) cependanC un travai 1d'améllOratlon d'efficaclté de cette etape
car le rendement (L -TGF-p 1) en est faible (32%). La précipitation au sulfate
d'ammonium est une technique de concentration efficace du L-TGF-p1. A ce
stade, deux orientations s'offrent au purificateur. L-TGF-p 1 ou TGF-p 1. Le choix
de la puri f icatlon liu TGF-p 1 pose le pr-ob lèrne de son activat ion. 11 s'agi t, pour
le moment, du point faible du sCfiérna lie purification en r-alson de son
rendement trés faible. Le rendement de l'étape de filtration sur gel est
également assez faible. Une co1Jecte plus large permettralt, peut être, une
amé l iorat Ion (mals avec une balsse de la qualIté de la fract 10n). 1ci, encore, les
performances d'une chromatographie HPLC seraIent fort utiles, Une tïltration
sur gel ou une chromatographie en phase inversee concluraH cette preparatlOn
de TGF -p 1 Une autre possibi Ite intéressante seralt d' inc lure une étape de
chromatographie d'échange de catlOns en mileu aClde et sels volatlls comme le
clecrlvent Van den Eijnden-Van Raalj et coll apres l'activation Les
contarn inants de pet it Pfvl powrraient être ains i é1lm Inés.

ConclusIon générale - Perspectives

Cette étude doctora le nous a penlil5 d'assJn11ler des teChnlques de base
(et d'autres plus pOIntues) du travail (je recJlerct!e alnsi que des élérnents
d'exploitatIon et de discussion des résultats obtenus. L'aspect collaboration
scientifique a été trés important. La découverte du "monde" des facteurs de
croissance s'est avérée dél icate mais ô combien passionnante. Les résultats
produits peuvent être considérés comme une base de travall pour la mise au
point finale d'une méthode de purification du TGF-p 1 et/ou, mieux encore, d'un
schéma de purification plus global de facteurs de croissance humains
d'origine plaquettalre. Cette purification pourrait englober aussi bien:

- la protéine-réactif TGF-p 1(malgré une concurence avec la
recombinaison généti que)

- le complexe protéique L- TGF-p 1à visées recherche fondamentale
et thérapeutique potentielle

- la productlOn d'anticorps poly- et/ou monoclonaux correspondants
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La compr'éhentlon des mécanismes d'actlvatlon et d'actJon du TGF-p sont
des objectifs très importants qui débouOwront certainement vers la
connals'3ance des phénomènes de régulation cle la croissance et de 13
dlHerenclatlOn normales et pathologiques des cellules Le genlE' biologlque
fournlralt donc des "outlls" en ce sens La poursuite de j'etude de la
loca lisation immunohistochimique du T6F -p serait une des applications
de ces outlls Pour ce qUl concerne les autres applications du Tf3F-P 1} ou plus
genera lement des facteurs de crOlssance plaquettaires} 11 semble qtJ 1]

apparalsse une nouvelle VOle vers leur util1satlOn, sous forme d'assOclation
multlple de molecules plus ou mOlns purlflées, dans les milIeux de culture à
composition dite définie et dans l'aide à la cicatrisation.
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tQtfiRIBUTION A LA ~UBIFICAIION DE FACTEURS DE CROISSANCE.,
HUMAINS D'ORIGINE PLAQUETTAIRE : LE TRANSFORMING GROWlH
fACTOR-BET A 1 (IGF-Iill

1. .

RESUME'

Aprés étude antiqénique de la séquence primaire du TGF-p 1 par prédict iûn
d'épitopes continus, un peptide syntlîétiqu€ ( terminal ((-91-106) a été uti,lisé
pour la production d'antlcor'ps polyclonau;< chez le lapin, Ces anticorps
caractérisés par diverses méthodes <ELISA, lmmunoblott1ng .. J ont été purif1és
par chromatographie d'immuno-affinité et utilisés en immunohistochimie et
pour 1'1mmunOpUrlf'lcation du TGF-p 1 humain d'origine plaquettaire. D'autres
methodes de purificatlOn, principalement chromatographiques, ont été
expérimentées pour isoler le TGF-p 1 dalîs la perspective d'un schéma de
purification, plus global, d'autres facteurs de croissance humains d'origine
plaqlJ~ttalre

MOT5-CLES: Transformlng Growth Factor~-Bet2l nGF-P), ant lcorps po lyclonau;<,
puri fj cat ion, irnmunopuri ficat 10n
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