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1. Les facteurs de croissance
1.1 Définition

Les facteurs de croissance peuvent étre définis comme des
polypeptides qul stimulent la prolifération cellulaire par le bilals de leur
fixation a des récepteurs membranaires, spécifiques, de haute affinité,

1.2 Mécanismes endocrine, paracrine et autocrine

Ces facteurs de croissance different des hormones polypeptidiques
comme par exemple, l'insuline ou I'ACTH , non seulement par la nature de Ia
réponse induite mais aussi par le mode de délivrance de 1a cellule sécrétante a
la cellule cible. Il ne g'agit généralement pas d'effet endocrine mais
probablement d'une diffusion limitée a travers les espaces intercellulaires et
d'une action localisée. En effet, dans le modéle endocrine, le facteur de
croissance exerce son action sur 1a cellule cible souvent par l'intermédiaire
d'une molécule "porteuse”, d'un systéme de transporteur. Le départ étant une
cellule ou un organe producteur, 1a cellule cible se trouve ensuite atteinte par le
facteur de croissance grace a ce transporteur.

IT est souvent fait mention au sujel des facteurs de croissance aux
modéles autocrine et/ou paracrine.

Le mode paracrine se retrouve dans les phénoménes de sécrétion par des
cellules proximales qui vont stimuler, par leurs facteurs de croissance, Ia
prolifération des cellules voisines. C'est le cas des cellules cancéreuses qui
pourraient stimuler la prolifération des cellules du stroma tumoral
(fibroblastes, cellules vasculaires..), passage obligé pour le développement de
tumeurs de grande taille. Alternativement, les cellules du stroma pourraient
produire des facteurs de croissance qui stimulent les cellules cancéreuses.
Cette situation oUu les composants tumoraux (cellules néoplasiques et du
stroma) interagissent les uns avec les autres par le biais des facteurs de
croissance (et autres molécules), pourrait expliquer, dans certains cas,
I'impossibilité de cultiver, /in vitrg des celiules (de certains carcinomes)
presumées malignes.

Le mode autocrine a été proposé, assez récemment, comme un des
mécanismes d'action des facteurs de croissance. 11 a pu étre démontré , /n vitrg
que des cellules tumorales sécrétaient dans le milieu de culture un certain
nombre de substances capables d'induire leur propre multiplication. En fait, ce
phénoméne est assez général et dépasse le niveau des cellules tumorales. Le
modele autocrine de la sécrétion et de 1'autostimulation par les facteurs de
croissance d'une cellule est un des modéles qui a été proposé pour expliguer la
transformation cellulaire. Ainsi, une cellule sécréte des facteurs de croissance.
Le(s) meécanisme(s) qui contrdle(nt) et qui régule(nt) cette seécrétion se
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trouve(nt) brusquement altéré(s) par un (des) mécanisme(s) fnconnu(s) (pouvant
étre lié(s) a une mutation, a un virus oncogeéne..). Un ou plusieurs facteurs
secretés vont pouvoir stimuler 1a propre prolifération de cette cellule. 1y a
donc ,ic1, une notion de régulation dont il est possible d'affecter les facteurs
de croissance. lls sont des régulateurs de la croissance et de la
différenciation cellulaires, /» vitrg mais certainement aussi, »m vivo
(Goustin et coll. 1986, 64, Barritault 1989, 11)

1.3 Besoin des cellules en facteurs de croissance

Les cellules non tranformées, en culture, nécessitent absolument pour
proliferer des facteurs de croissance. Dans des conditions standards de
culture, »n witro 1es facteurs de croissance apportés par le serum de veau
foetal disparaissent plus rapidement que les autres composants du milieu de
culture. 11 constituent donc un facteur limitant. La perte ou 1a diminution de
cette exigence pour des facteurs de croissance est un phénoméne courant chez
les cellules transformées et néoplasiques, ceci pouvant conduire a une
croissance facilitée, caractéristique fondamentale des cellules cancéreuses
(Goustin et coll. 1986, 64). Des facteurs de croissance sont donc presents dans
le serum de veau foetal (d'une fagon plus générale dans le sérum) ainsi gue dans
le milieu de certains types cellulaires en culture.

1.3.1 Bref historique des facteurs de croissance

L'historigue des facteurs de croissance du serum est treés longue
puisqu'elle s'étend depuis les premiéres notions ou le plasma (Carrel et Baker
1926, 24 ; Carre]l 1928, 23) ou des facteurs sériques étaient capables de
stimuler la croissance de cellules de grenouille (Harmison 1907, 68) ou de
poulet, jusqu'a I'identification de polyanions sériques, spécifiques, associés a
'activité mitogénique (Temin 1966, 178). La caractérisation, méme grossiére,
de ces facteurs de croissance sériques était difficile mais déja, S. Balk (1971,
9) pensait que les thrombocytes (plaquettes) étaient la source des
molécules mitogénes, sériques jusqua ce qu'il fut démontré que les
plaguettes contenaient au moins une molécule capable de stimuler la
prolifération de cellules musculaires lisses (Ross et coll. 1974, 157) et de
fibroblastes (Kohler et Lipton 1974, 98) Plusieurs laboratoires s'attelerent
alors a la difficile tache d'isoler des quantites 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
demanderent plus de cing ans (Heldin et coll. 1979, 72 ; Antoniades et coll.
1979, 2). Deux courants de recherche ayant debuté au début du siecle : 1a
transformation virale (Rous et Jones 1916, 158) et 1a culture cellulaire (Carrel
1913, 22 ; Harrison 1907, 68) se re joignerent lorsqu'il fut démontré que le PDGF
et le produit de Voncogene viral y-s/5 étaient des molecules similaires
(Waterfield et coll. 1983, 197 ; Antoniades et Hunkapiller 1983, 3 ; Doolittle et
coll. 1983, 48), (Burgess 1988, 19),
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1.3.2 Utilisations des facteurs de croissance

Comme déja mentionné precédemment, les cellules ont une exigence
en facteurs de croissance pour leur multiplication en culture,
vitra

Ceux-ci sont apportés de facon courante par l'addition de sérum de veau
aux milieux de culture. Avec Tl'essor des biotechnologies, des cultures
cellulaires de grande envergure sont devenues essentielles. 11 y a donc des
besoins trés fmportants en sérum de veau foetal. Mais celul-cf est d'un prix de
revient important et l'homogéneité des lots est tout a fait relative Les
contraintes économiques font qu'il apparait une nette orientation vers des
cultures en milieux a composition dite définie Outre I'aspect economique,
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
milieux synthétiques ou plus exactement, de composition définie.
Gospadorowicz et Moran (1976, 63) ont démontré le rile des facteurs de
croissance dans les cultures cellulaires. Hayashi et Sato (1976, 70) ont tenté de
remplacer le serum par des combinaisons d'hormones et de facteurs de
croissance appropriées a différents types celluiaires

Outre les mileux de culture, les recherches fondamentales exigent des
réactifs hautement purifiés pour mieux appréhender le réle individuel d'une
substance particuliére, comme un facteur de crofssance, dans des mécanismes
normaux ou pathologiques avec des Implications futures . preventive,
diagnostique, pronostique et bien slr, thérapeutique,

Reactifs de recherche ou de biologie medicale, ces facteurs de croissance
auront certainement donc un bel avenir en thérapeutique. Déja, des
préparations biologiques constituees des éléments plagquettaires relarqués par
dégranulation artificielle, m witrg ou des facteurs de croissance/facteurs
angfogéniques placentaires (PGFs) sont utilisées, /» v/vg en chirurgie et dans
l'aide a la cicatrisation (Burgos et coll. 1989, 20). Sans oublier, bien sur,
I'érythopoiétine et les interférons, interleukines déja utilisés en thérapeutique
themodialyse et cancers).

Modulation (stimulation ou inhibition) 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 déja developpées en recherche. |1 s'agit
d'antagonistes ou bien de chimeéres 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
crinotoxines.

Bronchud et Dexter (1989, 16) resument les objectifs majeurs des
utihisations clinques potentielles de facteurs de croissance (tableau |) | est a
noter que le TGF-B pourrait étre mentionne 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 fonctionnalité identique a la forme naturelle, notamment, les
complexes (ou combinaisons) de fonctionnalité ou de delivrance optimales.

2 Les facteurs de croissance plaquettaires

Comme T'avait déja prédit S. Balk en 1971 (9), les plaquettes sont une
source importante de facteurs de croissance et jouent un rdle
fondamental dans leur biologie (mobilisation rapide au site de
dommage). Du PDGF jusquau platelet-derived endothelial cell growth factor,
PD-ECGF, 11 a été purifié a partir des plaquettes, six facteurs de croissance
presentes dans le tableau i1

Le platelet-derived growth factor (PDGF) est un dimere chaines A
et/ou B, avec ponts disulfure, synthétisé par les mégakaryocytes de la moelle
osseuse, localisé dans les granules alpha des plaquettes humaines
(hétérodimere A-B prédominant), relargué aprés leur agrégation. La moitié de
I'activité  mitogénique, plaquettaire, humaine, pour les  cellules
mésenchymateuses est due au PDGF, C'est une protéine tres stable, resistante a
la chaleur et aux pH extrémes mais sensible aux agents réducteurs. La chaine B
est transcrite par le gene ¢-s/5 La chaine A posséde une homologie de structure
primaire de 60% avec la chaine B, avec conservation des huit résidus cystéines,
t s'agit d'un stimulateur .

- de la croissance de cellules d'origine mesenchymateuse

mals ausst des cellules épithéliales, endothéliales ou des lymphocytes

- du chimiotactisme des fibroblastes, des cellules musculaires lisses

vasculaires et des neutrophiles sanguins

(PDGF-AA est moins mitogene et chimiotactique que PDGF-BB et
PDGF-AB).

I existe deux types de récepteurs : types A et B, Seul, le type B posséde
une activité tyrosine kinase et joue un réle majeur dans la médiation des effets
mitogéniques du PDGF.

Ce facteur de croissance joue certainement un réle central dans divers
processus physiologiques et pathologiques comme I'embryogénese, 1a
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Tableau | : Utilisations cliniques potentielles de facteurs de
croissance (Bronchud et Dexter 1989, 16).

| Régénération des tissus normaux
I Anemie des pathologies chroniques : érythropoiétine
2. Neutropenie induite par chimiothérapie . facteurs de croissance
myéloides (CSF)
3. Régénération épithéliale : epidermal growth factor (EGF)
4. Autres : - fractures osseuses (facteurs de croissance et de
difféerenciation osseux)
= neuropathies peripheriques (nerve growth factors, NGF)

[l. Immunothérapie du cancer
1. Interférons (IFN)
2. Interleukine-2 (IL-2)
3. Tumor necrosis factor (TNF)
4. Facteurs de croissance myéloides (CSF)

Il Aide a l1a cicatrisation
I Platelet-derived growth factor (PDGF)
2. Fibroblast growth factors (FGF)

[V. Correction des déficiences en facteurs de croissance :
thérapie de remplacement

Nantsme - hormone de crotssance humaine (hGF) et somatomedines

Anemie des deficiences renales chroniques : érythropoietine
Neuytropenies cycliques  facteurs de croissance myeloldes (CSF)

|
H
%
3

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

1. Inhibiteurs de 1a synthése des facteurs de croissance (cyclosporine A)
2 Facteurs de croissance "negatifs” (transforming growth factor-beta,
TGF-B)
3. Anticorps monoclonaux (anti-facteurs de croissance
ou anti-récepteurs de facteurs de croissance)
4 Antagonistes synthetiques
5. Crinotoxines (conjugues entre facteurs de croissance
et puissantes toxines cellulaires)
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Tableau Il : Les facteurs de crolssance des plaquettes (Miyazono et

Takaku 1989,127).

protein 33

CTAP-IIl 93 8,5

Nom PM (kDa) o] activite sur 1a croissance
cellulaire

PDGF 30 10 stimulation : fibroblastes,
cellules musculaires lisses
cellules gliales

PD-ECGF 45 4.8 stimulation - cellules
endothéliales

TGF-p 25 basigue stimulation : guelgues
fibroblastes
inhibition . cellules
épithéliales, cellules
endothéliales

HGF 82 hasique stimulation: hepatocytes

EGF 6 (EGF)  3.8-45 stimulation . cellules

-like épithéliales, cellules

mésenchymateuses

stimulation : cellules
synoviales, fibrohlastes

PDGF, platelet-derived growth factor ; PD-ECGF, platelet-derived-endothelial
cell growth factor ; TGF-B. transforming growth factor beta ; HGF, hepatocyte
growth factor ; EGF, epidermal growth factor ; CTAP-1II, connective tissue

activating peptide-111.
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cicatrisation, l'athérosclérose, les désordres fibrotiques et la croissance
tumorale.

Le platelet-derived endothelial cell growth factor (PD-ECGF) mis
en évidence et purifié pius récemment, semble jouer un réle important dans la
croissance et le métabolisme des cellules endothéliales vasculaires.

/1 s'agit d'une protéine monomérique, non sécrétoire (absente des granules
alpha des plaguettes), labile par chauffage (65°C) ou exposition & pH extrémes
mais resistante aux agents réducteurs. Bien que son action soit renforcée par
I'héparine exogene, elle n'a pas d'affinité pour celle-ci.

Mitogene des celiules endothéliales vasculaires (aortes porcine et bovine,
captllaires pulmonaires murins et veine ombilicale humaine) mais pas des
fibroblastes, c¢'est une substance chimiotactique spécifique des cellules
endothéliales.

3on activité angiogénique laisse supposer un rble dans les processus
d'embryogénese, de cicatrisation, de régénération tissulaire et de croissance
tumorale mais aussi dans les pathologies angiogéniques, non néoplasiques,
comme la rétinopathie diabétique, l'arthrite rhumateide, le psoriasis et
I'hémangiome.

L'hepatocyte growth factor (HGF) purifié a partir des plaquettes de
rat est un hétérodimere (sous unités 69 et 34 kDa) avec ponts disulfure, acido-
et thermolabile, C'est un mitogéne relativement spécifique des hépatocytes et
pourraft jouer un rble central dans la régénération hépatique apreés
hépatectomie ou 1ésion du fole.

L'epidermal growth factor (EGF) est un peptide purifie a I'origine, a
partir des glandes sous-maxillaires de souris, stimulant la croissance des
cellules épithéliales et mésenchymateuses, 77 v/itra L'EGF humain a été purifié a
partir des urines et du plasma. Ensuite, il fut démontré que 1""EGF-1ike protein”
gtait sécrétée par les plaquettes. Les structures des protéines urinaire et
plaquettaire apparaissent différentes. Le transforming growth factor-alpha
(TGF-a) de structure apparentée a T'EGF, stimule la croissance des cellules
endothéliales, /n vitroet 'angiogenése, /» viva La structure et l'activité, 7
vivg de la "platelet-derived EGF-1ike protein” restent a définir,

Le connective tissue activating peptide-111 (CTAP-I111), le platelet
factor-4 (PF-4) et la p-thromboglobuline (B-TG) sont des protéines présentes
dans les granules alpha des plaquettes, dérivées d'un méme peptide précurseur.

Le CTPA-III stimule la croissance des cellules synoviales et des
fibroblastes. Le PF-4 augmente le chimiotactisme des monocytes, des
neutrophiles et des fibroblastes et inhibe la mégakaryocytopoiése. Cependant,
les concentrations de CTPA-III nécessaires a une activité mitogénique et celles
de PF-4 pour une Inhibitton de la mégakaryocytopoiése sont élevées comparées a
celles effectives pour d'autres facteurs de croissance.
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Ces molécules possedent une surprenante homologie de structure primaire
avec les produits de petits genes comme JE et KC, rapidement induits apres
I'addition de PDGF. KC est le gene murin correspondant a 1a melanoma growth
stimulatory activity (MGSA) stimulant la croissance, /7 vitro, de cellules de
melanome.

Ces observations indiguent que le CTPA-IIl et dautres substances
apparentées des granules alpha plaquettaires sont relarguées aprés activation
plaquettaire et promeuvent 1a cicatrisation des tissus 1ésés de concert avec le
PDGF et d'autres facteurs de crofssance (Miyazono et Takaku 1989, 127).

3 Le transforming growth factor-beta (TGF-B)
3.1 Découverte

En 1978, De Larco et Todaro (1978, 42) rapportaient que des cellules 3T3
de souris, transformées par le virus du sarcome de Moloney produisaient des
facteurs de croissance polypeptidiques appelés sarcoma growth factors
(SGF), sécrétés dans e milieu de culture et possédant 1a propriété particuliéere
d'induire un phénotype -“transformé® chez des cellules test non
neoplasiques 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 de celle-ci) et, le plus important, I'acquisition
de 1a possibilité de cultiver sans le substrat habituellement indispensable :
I"anchorage independence”.

Cette derniére propriété se traduit par la formation de colonies
cellulaires ou clones en milieu agar semi-solide fortement correlée avec la
tumorigénicité des fibroblastes, » wv/vg (Kahn et Shin 1979, 89 ; Cifone et
Fidler 1980, 33).

Cette activité transformante des SGF sur les cellules NRK était
uniquement phénotypique et réversible. Les celiules NRK recouvraient leur
morphologie et leur propriété de croissance normales aprés que le SGF fut retire
dumitieu de culture,

Par la suite, Tedaro et coll. (1980, 182) observaient une activite
transformante similaire dans le milley conditionné de plusieurs cellules
cancéreuses humaines et d'une variété de cellules de rat et de souris
transformeées par le virus du sarcome de Kirsten. Toutes ces activités
transformantes possédaient la propriété de compétition avec I'epidermal growth
factor (EGF Y pour sa fixation au recepteur cellulaire de surface.

A la méme période, Roberts et coll. (1980, 144) introduisaient
l'utilisation d'éthanol acide pour extraire les peptides transformants des
cellules tumorales. Le terme transforming growth factor (TGF) faisait
alors son apparition car ces peptides a activité similaire pouvaient étre
extraits d'une grande variété de cellules tumorales. Cette activité TGF pouvait
aussi étre extraite de tous les tissus normaux de 1a souris, particuliérement si
de I'EGF était ajouté dans le milieu du test de transformation, bien que celui-ci
ne puisse pas nduire de transformation par lui méme (Roberts et coll. 1981,
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145). 11 fut alors suggeré que ces peptides extraits de tissus non néoplasiques
et nécessitant de I'EGF pour induire la croissance des cellules NRK-49F en agar
semi-solide représentaient une nouvelle classe de TGF.

Peu de temps apres, des peptides aux proprietés similaires furent mis en
évidence dans du sérum normal et les plaguettes sanguines (Childs et coll. 1982,
32).

[1 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 I'EGF pour sa fixation au
récepteur mais ne nécessitant pas I'addition d’EGF dans le test
d'induction de croissance en agar semi-solide : TGF-a

- les peptides non compétiteurs de 1'EGF mais exigeant une
addition d'EGF (ou de TGF-a) dans ce test . TGF-B

De plus, 11 fut démontré que dans ce test, ni T'EGF, ni le TGF-a
ninduisaient 1a formation de colonies cellulaires en agar semi-solide mais qu'i]
y avait une totale dépendance a la présence de TGF-B (Anzano et coll, 1982, 4).
Donc, Tactivité transformante originale SGF résultait de la présence
concomitante de TGF-a et de TGF-B dans le milieu conditionné des cellules
transformées par le virus du sarcome de Moloney. Les peptides séparés,
l'activité dans le test NRK était perdue. Réassociés, 'activité était restaurée
(Anzano et coll. 1983, 4).

Grace a ces nouveaux éléments, il fut possible de purifier et caractériser
le TGF-B presque simultanement dans trois sources : les plaquettes humaines
(Assoian et coll. 1983, 6), le placenta humain (Frolik et coll. 1983, 38} et le
rein de boeuf (Roberts et coll. 1983, 146). Un peptide homodimérique de 25
kDa (apres réduction, 2 sous unites ou monomeres 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 lintroduction, ci-dessous, est largement inspirée de
I'excellente revue de Roberts et Sporn (1990, 153).

3.2.1 Essais biologiques
Durant toutes les étapes de 'identification du SGF, i1 a été utilisé le seul

systéme facteur de croissance/récepteur disponible a cette époque (systéme
EGF). L'autre élément important était 1a perte de 1™anchorage dependence”,
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induction de 1a formation de colonies cellulaires en agar semi-solide. 11 est
donc clair que l'activité biologique et le test associé ont joué un rdle
fondamental dans la découverte, 1a purification et 1a caractérisation
de ces facteurs de croissance et plus particulierement du TGF-B.

Cette observation s'est a nouveau confirmee plus tard lorsque de nouveaux
peptides, facteurs de croissance, furent purifiés en utilisant d'autres essais
biologiques. Mais en fait, il ne s'agissait que de re-purification de TGF-B . selon
le type cellulaire et le schéma de purification, le TGF-B1 ou son homologue le
TGF-B2

Par exemple, le TGF-B1 (cartilage inducing factor-A, CIF-A) a eté
également purifié a partir dos de boeuf par évaluation de Il'état de
différenciation de cellules primitives originaires du mesenchyme, exprimant un
phenotype du tissu cartilagineux (Seyedin et coll. 1985, 166 ; 1986, 167) Le
TGF-B2 (cartilage inducing factor-B, CIF-B) fut isole a partir d'os de boeuf en
utilisant le méme type d'essal (Seyedin et coll 1985, 166 ; 1987, 168) mais
aussi par inhibition de 1a croissance de cellules éepithéliales pulmonaires de
vison (Mv1Lu ou CCLE4D), (Ikeda et coll. 1987, 82) ou inhibition de 1a mitose de
thymocytes de souris C3H/Hed (glioblastoma-derived T cell suppressor factor,
wWrann et coll. 1987, 201). L'identification TGF-B était apportée par le
sequengage en acides aminés.

Ces activités biolngiques si différentes et variées laissent sous entendre
la multifonctionnalité du TGF-B et soulignent Timportance de Ia
quantification aussi spécifique que possible de I'activité TGF-.

3.2.2 Les transforming growth factor-beta
3.2.2.1 TGF-p1 et TGF-B2

Comme mentionné précédemment, le TGF-B1 a éte purifie, a T'origine, a
partir de plaquettes humaines qul contiennent exclusivement la forme
TGF-B1. Elles en représentent 1a source naturelle la plus concentrée (20
mg/Kg, Van Den Eijnden-Van Raaij et coll. 1988, 186).

Le tissu osseux représente la source de TGF-B la plus riche (en quantite
absolue) de l'organisme : 0,3 mg/Kg (Seyedin et coll. 1985, 166 ; 1986, 167
1987, 168). Pour comparaison, les tissus “mous” comme les reins ou le placenta,
en contiennent 3-5 pg/Kg (Frolik et coll, 1983, 58 ; Roberts et coll. 1983, 146

La seconde forme TGF-f2 fut {solée des plaquettes porcines (Cheifetz et
coll. 1987, 29), d'os bovins (Seyedin et coll. 1985, 166 ; 1987, 168), de cellules
de glioblastome humain (wWrann et coll. 1987, 201) et de cellules BSC-1 de singe
{Hanks et coll. 1988, 66).

Le clonage de ces peptides demontra que le TGF-B1 se trouve sous la
forme d'un précurseur de trois cent quatre vingt dix acides aminés
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aminés (Derynck et coll. 1985, 45) alors que pour la forme TGF-$2, il s'agit d'un
précurseur de quatre cent douze acides aminés (De Martin et coll. 1987, 43 ;
Madisen et coll. 1988, 117). Tous deux possédent un peptide signal de vingt a
vingt trois résidus en région N terminale.

Les monoméres de cent douze acides aminés possédent une
homologie de 72%, incluant la conservation des neuf résidus cystéine

Les propriétés biologiques des deux formes sont souvent communes.

Le rapport TGF-B1/TGF-B2 peut étre trés différent comme, par exemple,
4/1 dans les plaquettes porcines ou 1'0s bovin et 9710 ou 10/9 dans ies formes
sécrétées par les lignées cellulaires. Une faible proportion de la forme
hétérodimérique TGF-B 1.2 est présente dans les plaguettes porcines ou sécrétée
par certaines cellules en culture,

3.2.2.2 Autres TGF-§

Trois nouvelles formes ont été identifiées par utilisation de librairies
ADNc. Ces peptides n'ont pas été purifiés a partir de sources naturelles mais les
ARNm correspondants ont été caracterisés par Northern blotting.

1 s'agit du TGF-B3 trouvé chez des cellules normales ou cancereuses,
humaines, porcines ou de rongeur. Ou encore, dans les chondrocytes d'embryons
de poulet dans lesquels il représente le plus abondant ARNm exprimeé (Ten Dijke
et coll 1988, 179 ; Derynck et coll. 1988, 47 ; Jakowlew et coll 1988, 84).

Les TGF-B4 ef 5 ont ete cloneés respectivement pour des chondrocytes de
poulet et des oocytes de grenouille( Jakowlew ef coll. 1988, 85 ; Kondaiah et
coll. 1990, 100).

Des caractéres structuraux communs sont observes parmi ces TGF-f .

- tous sont dérivés d'un précurseur ou existe une forte homologie dans la
partie N terminale avec conservation des trois résidus cystéine de la
portion du précurseur éliminée durant 1a maturation

- les sites de N glycosylation du précurseur

- le site de reconnaissance cellulaire (Ruoslahti et Pierschbacher 1986,
159) pour 1a fibronectine/vitronectine (ARG-GLY-ASP, RGD) present
pour toutes les formes sauf TGF-B2

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

- le monomére mature de cent douze résidus sauf pour 1a forme TGF-B4
(cent quatorze)

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

Au total, 11 existe une homologie de séquence primaire de 60% a 80% entre
les divers monomeres matures.
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3.2.2.3 Fonctions

Pour ce qui concerne la (les) activite(s) biologique(s) de ces nouvelles
formes, 11 semblerait qu'il y ait simihtude avec les formes TGF-B1 et TGF-p2
Le fait que la forme TGF-B4 ait un precurseur de seulement trois cent quatre
résidus et un des trois ou quatre site de N glycosylation potentielle, suggeére une
activite biologique, umque, intracellulaire.

L'évolution de ces différentes formes possédant des activités biologiques,
similaires pourrait étre le résultat d'une régulation différencielle, sous le
contrdle d'un promoteur unique.

Les TGF-BI, 2 et 3 humains sont localisés sur des chromosomes
différents (1913, 1g41 et 14q24) et différentes formes sont exprimées chez
des cellules variées. Cela laisse supposer une synthése alterneé des différentes
formes, régulée par des mécanismes distincts.

Le contrdle de la maturation par protéolyse et Jlactivation
biologique, pourraient représenter d'autres points de contréle.

Il faut souligner que le TGF-p mature reste biologiquement inactif
ou latent. Jusqu'a présent, toutes les formes ont pu étre activées, in vitro,
par acidification. Cependant, les mécanismes d'activation physioiogiques de
ces formes différentes pourraient étre spécifiques.

3.2.2.4 Conservation du TGF-§

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

Une des consequences probables de cette grande homologie pour les
formes (et les membres de la famille) TGF-B est la difficulté a produire des
anticorps bloquant les activites biclogiques du TGF-B. Les bases de cette
difficulte ne sont pas comprises. Des procédures d'immunisation particulieres
(co-injection avec d'autres protéines, utilisation de peptides synthétiques. ) ont
permis de contourner ce probléme. Les résultats de 'utilisation de ces anticorps
laissent supposer gue la région C terminale (1a plus conservée parmi tous les
membres de 1a famille) est trés importante pour la fixation au récepteur.

3.2.3 Le géne

Le précurseur du TGF-B1 humain est codé par sept exons (Derynck et
coll. 1987, 46). Les séquences d'épissage sont conservées pour 1es génes bovin
et porcin. Les positions des séquences de jonction intron/exon du TGF-B! sont
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conservées pour 1es formes B2 et B3, a I'exception de la premiére qui différe par
trois nucléotides pour la forme B2, suggérant que les diverses formes sont
originaires d'une duplication d'un géne ancestral commun.

Bien que les ARNm TGF-B contiennent environ mille deux cent
nucléotides de séquence codante, il existe des variants de mille sept cent a
six mille cing cent nucléotides (avec extention des deux extrémités 3" et 3°).

11 est & noter un epissage alterné du TGF-B1 porcin avec déleétion des
exons 4 et 5, une séquence C terminale du TGF-B différente en résultant.
L'importance de cette particularité dans le contréle de 1a transcription et de la
traduction du TGF-B n'est pas encore déterminée.

Il existe deux sites de début de transcription pour les ARNm TGF-B1
distants de deux cent soixante et onze nucléotides. Deux régions promoteur ont
été caractérisees ;. une s'étendant a mille quatre cent paires de bases en amont
du premier site de début de transcription et 1a seconde, localisée entre les deux
sites de début de transcription. Dans le promoteur amont, deux régions
distinctes de contrdle negatif, une région "enhancer-like” et une region de
controle positif ont été identifiees

Le gene du TGF-B a été cloné et transfecte dans le systéme
d'expression cellules CHO. L'amplification du gene par la voie dihydrofolate
reductase (DHFR) permet 1a production de 6 mg de TGF-B/1 (Gentry et coll 1987,
61). 11 s'agit du précurseur glycosylé et phosphorylé. L'activité biologique
du TGF-B1 recombinant, secrétée est latente, similaire- & celle du peptide
naturel Les cellules CHO amenent a maturation de facon tout a fait appropriee,
le TGF-B en clivant le peptide signal entre les residus CLY-29 et LEU-30 tandis
que le precurseur est clive de la forme mature au site basique précédent fe
residy ALA-279

Des constructions plus au moins délétées ont permis de démontrer que 1a
synthése de TGF-B1 biologiquement actif ne peut se dérouler seulement qu'a
partir du premier codon ATG (MET) du précurseur, 1'impliquant dans 1a mise en
place correcte des ponts disulfure du peptide mature,

Jusgu'a présent, il n'a pas eté possible de produire du TGF-BI
recombinant, biologiquement actif dans un systéme d'expression levure ou
bacterie.

3.3 La famille TGF-B

I existe une véritable famille TGF-B (Massague et coll. 1987, 121) dont
les membres présentent une homologle structurale primaire et
particuliérement la conservation de sept des neuf résidus cystéine
presents dans le monomere :

- les formes TGF-B1 a TGF-PS
- les inhibines (Mason et coll. 1985, 118 ; Forage et coll. 1986, 57) et
activines des mammiféres (vale et coll 1986, 185 ; Ling et coll 1986,
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110)

- la "Mullerian inhibitory substance” (MIS) (Cate et coll. 1986, 26)

- le produit du "decapentaplegic gene complex” (DPP-C) (Padgett et
coll 1987, 136)

- le produit d'un gene amphibien (Xenopus) exprimé dans des oocytes de
grenouille (Vg1) (Weeks et coll, 1987, 198)

- laprotéine Vgrt 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-1" (6GDF-1) d'embryon de souris
(Lee 1990, 107)

NB . les BMP-2A et 2B sont homologues & 75% avec le produit du DPP-C
et pourraient représenter les protéines équivalentes chez les mammiféres

Toutes ces substances possédent la caractéristique particuliere de
régulation des processus de développement. Par exemple, la MIS induit 1a
regression des premieres ébauches du systéme reproducteur femelle dans le
systeme reproducteur male en developpement. Les inhibines et activines
réguient les activités de la gonadotropine et de 1a FSH.

3.4 Les recepteurs

L'action du TGF-B est liée a sa fixation a des récepteurs cellulaires de
surface, spécifiques. Mises a part quelques rares exceptions, cent cinguante
types cellulaires différents possédent des récepteurs TGF-B dont Vaffinité
s'exprime en concentrations picomolatres (Frolik et coll. 1984, 39 ; Tucker 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-B ne pose aucun probléme d'altération de l'activité
biologique. Les méthodes de choix sont respectivement pour les formes Bl et B2,
1a technique a 1a chloramine T (Frolik et coll. 1984, 59) et a la lactoperoxidase
(Danielpour et coll. 1989, 38).

Le marquage daffinité du TGF-B (disuccinimidyl subérate) a ses
récepteurs cellulaires a revélé trois classes distinctes de composes
membranaires posséedant une haute affinitée .

- classe |: 65kDapour toutes les espéces testées

- classe 1l 85 (rongeurs), 95 (homme et singes) et 110 kDa (poulet)

[l s'agit de glycoprotéines N glycosylées (les glucides représentant S et
15-20 kDa du poids moléculaire (Cheifetz et coll. 1988, 30, 31)

- classe 11 : 250-350 kDa, dimérique, composée de sous-unités
glycoprotéiques constituées principalement d'heparan sulfate
glycosaminoglycan avec une faible quantité de chondroitine ou dermatan
sulfate lies a une "core” protéine de 100-140 kDa. Le site de fixation
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TGF-B etant situé dans cette "core” protéine (Cheifetz et coll. 1988,

31, Segarini et Seyedin 1988, 164)

La classe |1 pourrait se fixer aux composés de 1a matrice cellulaire
jouant ainsi un role de modulation dans I'organisation du cytosquelette,
deux fonctions corrélées a 'activité du TGF-B sur beaucoup de cellules
originaires du mésenchyme.

L'absence trés rare de ces supposés récepteurs observee chez
certaines  cellules néoplasiques  (phéochromocytome de rat PCI2,
retinoblastomes humains, certaines lignées leucémiques) 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
lequel des cellules pré-néoplasiques deviendraient tumorales en échappant a ce
contrdle négatif (Sporn et Roberts 1985, 172),

1.3.5 Les formes latentes

Le TGF-B1 est relargue des plaquettes apres degranulation et secréteé de
presque toutes les celluies sous une forme biologiquement inactive ne
pouvant se fixer aux récepteurs cellulaires et non reconnue par les
anticorps anti TGF-B (Pircher et coll. 1986, 141 ; Miyazono et coll 1988, 125
: Wakefield et coll 1988, 193).

L'activation, 7/n vitro peut étre réalisée par acification,
alcalinisation, 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),

[l est & noter que le TGF-B purifié a partir des plaquettes ou d'os a été
exposé a des conditions telles, qu'il se trouve sous forme active de fagon
permanente. Aprés purification, la structure du complexe latent, de
haut poids moléculaire plaquettaire, humain du TGF-p1 (L-TGF-§1, 210
kDa, figure 1) a été proposée par Miyazono et coll. (1988, 125) et Wakefield et
coll (1988, 193).

CHO CHO CHO sH
1

[ 7
; S
S 5
i 1 !
; 20
e T T F )
CHO CHO GHO f
i
[~:-f'l-Z~1~Z-:‘:~Z-Z~Z-:‘t-:':-f~1-.'~I-.'~:-:-Z-t-2-2-2-1-:-:~:~:~Z~?-:~:-2-1-2-2~:-1~I-C~?':~.'-:-Z-Z~:~:-:-Z-f~3-:':-:-:-:-1-?-:-:-1~Z-:-2~:-:~Z~:-:-Z-:-I-:~?~t-:-2-2~1~ﬂ
T 1 T [ I T ~1 T T
CHO CHO cHO CHO CcHO cHO 3 CcHO CHO CHO

Figure 1 : Structure proposée du complexe latent de haut poids
moléculaire du TGF-p1 humain, d'origine plaquettaire (L-TGF-f1).
La position exacte des ponts disulfure (-S-5-) n'est pas connue ainsi que 13
quantité et la localisation des glucides (CHO) de 1a TGF-B 1 -BP.



30

Le TGF-B1 (1) dimérique (ou forme active) de deux fois cent douze acides
aminés (25 kDa) est 11é, de fagon non covalente, a la partie N terminale restante
(le précurseur proprement dit de trois cent quatre vingt dix residus clivé par
protéolyse et déleté de ta séquence signal N terminale de vingt neuf résidus) de
son précurseur dimérigue (deux fois 40 kDa) liée de facon covalente, appelée
"latency associated peptide” (LAP, 2) Celui-ci etant lie de fagon covalente
a une proteine porteuse ou modulatrice ou de liaison : la "TGF-BI binding
protein” (TGF-B1-BP, 3, 125-160 kDa).

L'association TGF-B1 dimérique-LAP dimérique est aussi appelée "small
latent complex” (SLL) alors que le complexe latent de haut poids moléculaire
est appelé "large latent complex” (LLC).

L'element LAP est une glycoprotéine possedant trois sites de N
glycosylation et la présence de la séquence intégrine ARG-GLY-ASP (RGD)
suggere que le complexe latent ou la LAP peuvent se fixer, de fagon spécifique, a
la surface cellulaire. Le TGF-B1 latent s'adsorbe a I'héparine-Sepharose,
suggérant la présence d'un site de fixation spécifigue de T'héparine sur le
précurseur mature.

Le rdle de 1a "binding protein” n'est pas encore déterminé mais la présence
de motifs "EGF-like repeats” trouvés également dans des protéases a
serine du systéeme de 1a coagulation, certains récepteurs cellulaires de surface
et une famille de facteurs de croissance laisse entrevoir la possibilite d'une
activite protease (Miyazono et coll. 1989, 126).

Le clonage et 'expression du géne de cette protéine (ADNc de fibroblastes
humains) a fourni des éeléments structuraux importants, Celle-ci est tout
d'abord de taille supérieure (170-190 kDa) a la protéine dorigine
plaquettaire (125-160 kDa) et posséde sept sites de N glycosylation
potentielle. Tous les peptides dérivés de cette derniére ont été retrouvés dans
60% de la partie C terminale de la protéine dorigine fibroblastique. Ceci
suggerant une proteolyse cellulaire spécifique ou un épissage alterné du géne La
"pinding protein” ne fixe, ni n'inactive le TGF-B1. La présence de seize motifs
"EGF-like repeats” dont quinze contiennent une séquence consensus pour
'hydroxylation des résidus asparagine/acide aspartique observes pour la
protéine C et d'autres protéines a motifs "EGF-1ike repeats” comme des facteurs
de coagulation vitamine K dépendants, le facteur Clir du systéme complément, le
récepteur LDL et 1a thrombomoduline. Ces acides aminés particuliers ont un rdle
dans la fixation des ions calcium. Aucune activité protéasique n'a été
observée. Un autre réle possible seraft 'acheminement spécifique a des
cellules cibles. En effet, cette protéine posséde la séquence ARG-GLY-ASP
(RGD) et huit résidus identiques a la séquence du domaine de fixation cellulaire
de 1a chaine B2 de la laminine (Kanzaki et coll. 1989, 90).

Le(s) mécanisme(s) d'activation physiologique(s) du TGF-p n'est
pas (ne sont pas) encore connu(s). Des protéases comme la plasmine ou 1a
cathepsine D l'activent partiellement (Lyons et coll. 1988, 113).

Les sites de N glycosylation de 1a LAP semblent trés importants dans
la latence du TGF-B. Un traitement a l'endoglycosidase F ou a la sialidase,
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I'addition d'acide sfaltque ou de mannose-6-phosphate fndufsent une activation
dose-dépendante (Miyazono et Heldin 1989, 126). Par contre, 1a BP ne semble
pas nécessaire a la latence du fait de son absence du TGF-B1 latent,
recombinant, sans modification de cette latence (Gentry et coll. 1987, 61 ;
Wakefield et coll 1988, 193)

L'hypothése du micro-environement acide pourrait contribuer a
I'activation comme dans le cas des macrophages activés du tissus cicatriciel ,
sécrétant une sialidase et des protéases. Le pH pouvant étre abaissé a une
valeur de 4 (Silver et coll. 1988, 169).

1 est a noter qua forte concentration lactivation, mn vitrg par
acification de TGF-B latent recombinant est réversible. Ceci démontrant qu'il n'y
a pas altération mais certainement modification des interactions de
stabiltsation.

Le contrdle physiologique de I'activation est dune grande
Importance dans les actions paracrine (relargage des plaguettes a un site
dagression) ou autocrine

La lignée de carcinome pulmonaire, humain AS5S49 sécrete une
relativement grande quantité de TGF-B latent. Pourtant, le TGF-B actif est
inhibiteur pour ces cellules, suggérant que leur croissance incontrolée
pourrait résulter de leur incapacité a activer le TGF-p sécrété A
l'inverse, une lignée d'une maladie de Hodgkin a sclérose nodulaire (L-428)
sécréte un complexe TGF-B de haut poids moléculaire actif a pH
physiologique ef inactive par acidification Cette forme particuliére de TGF-B
actif mais de haut pords moléculaire pourrait étre un modulateur de 1a fibrose
caractéristique du type sclérose nodulaire (Newcom et coll. 1988, 132).

La forme latente sérique se trouve étre un complexe avec l'ap-
macroglobuline servant a localiser laction du TGF-B actif et fort
probablement, une forme de clearance ( O'Connor-McCourt et Wakefield 1987,
134 ; Huang et coll 1988, 79). Danielpour et Sporn (1990, 40) suggéerent que
F'ap-macroglobuline est un important régulateur différentiel des activites
biologiques des TGF-B1 et 2, /7 v/vo tandis que Lizonova et coll. (1990, 111)
pensent que la co-expression de "tumor-associated az2-macroglobulin” et
facteurs de croissance pourrait avoir un réle dans la modulation de Ia
croissance des cellules de mélanome cultivées i vitro

[1 est a noter gu'une publication recente (Mackay et coll. 1990, 116) fait
état de deux classes distinctes de "TGF-B-binding proteins” du glomerule de rat
Les glomérules contiennent des quantités non negligeables de TGF-B1 et d’ARNm
correspondant, suggérant que le glomerule pourrait étre un important site
d'action du TGF-B. La premiére classe est constituée d'un groupe de protéines
fixant le TGF-B! mais pas le TGF-B2. La seconde est un groupe de protéines
fixant les TGF-B1 et 2 et démontrant quelques propriétés du récepteur de classe
[11. Ces "TGF-B-binding proteins” glomérulaires pourraient servir a stocker le
TGF-B ou capter un excés présent dans le glomérule. Une autre possibilité serait
gu'elles constituent un é1ément des récepteurs cellulaires TGF-B.
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3.6 Activités biologiques du TGF-B
3.6.1 Caractére multifonctionnel

Le TGF-B a ete quahfie de prototype du facteur de croissance
multifonctionnel (Sporn et Roberts 1988 175) En effet, 12 nature de son
action sur une celbile cible depend de nombreux parametres comme le fype
cellulaire, son etat de differenciation, les conditions de culture et 13 presence
d'autres facteurs de croissance (Sporn et coll. 1987, 1740

Quelgues exemples pour 1Tlustrer cette importante remargue .

- {1 stimule 1a croissance de cellules NRK en agar semi-solide et en
presence d'EGF mais i1 est antagoniste de l'action de 'EGF s11a culture
est monacouche (Roberts ef coll 1985, 149

- 11 stimule ou inhibe 12 cro1ssance, en agar semi-sohide, de celiufes
2T3 de rat Fischer, transfectees gvec le gene 271c, cecl dependant de la
presence respective d'EGF ou de PDGF (Roberts et coll. 1985, 149)

- il stimule la croissance de fibroblastes provenant de foetus humains
"jeunes” mais I'inhibe si les foetus sont plus "ages” (Hill et coll. 1986,
74)

- 11 stimule 1a differenciation de cellules épitheliales, bronchiques et de
pre-chondrocyfes mais inhibe celle d'adipocytes oy de myoblastes
tSeyedin et coll 1985, 166, Ignotz et Massague 1985, 81 ; Masui ef
coll. 1980, 122 ; IMassague et coll. 1986, 120, Olson et coll. 1986,
135, Florini et coll. 1986, 56)

-les formes Bl et B2 stimulent 1a différenciation de cellules
mesenchymateuses, primitives, avec expression d'un phenotype du
tissu cartilagineux mais le traitement de chondrocytes par le TGF-B,
condult a la suppression des margueurs du tissu cartilagineux comime
la synthése de collagéne de type 1 (Rosen et coll. 1988, 1506).

La diversité des effets du TGF-B et son spectre d'action potentiel frés
étendy placent ce facteur de croissance a une position privilégiée au regard de
1a réquls s10logi r

Quelques exemples -
3.6.1.1 Le mésenchyme : contrdle de la matrice extra-cellulaire

Des études immunohistochimigues sur les tissus embryonnaires et
adultes ont démontré la présence marquée de TGF-B dans le mésenchyme
(EMingsworth et coll. 1986, 51, Heine et coll. 1987, 71, Flanders et Coll. 1988,
S5, Thompson et coll. 1989, 181). D'autres résultats suggérent que beaucoup
des activités du TGF-B sur les cellules mésenchymateuses ne sont en fait que
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différents aspects d'un schéma complexe par lequel le TGF-g sert a
I'accumulation et constitue une réponse des cellules a la matrice
extracellulaire.

La fiqure 2 montre que e TGF-B (formes 1 et B2

secrefion des proteines de la matrice extracellulaire (collagene fvpes
{1, 1V et V, thrombospondine, osteopontine, tenascine, elastine,
osteonectine/SPARC, protéoglycan chiondroitine/dermatan sulfate)
Les mécanismes de cette augmentation de synthése se situent a des
niveaux trés différents comme "augmentation des taux d' ARNm
(collagéne I, H, V et fibronectine) avec stabilisation de ces ARNm,
stimulation directe des promoteurs (collagéne a2 (1) de sourls,
fibronectine), augmentation de 1a synthése des protéines matricielles
des ARNM

- diminue [a synthese d'enzymes proteolytiques ( thiol et serine
transine/stromeélvsine) degradant ces protéines et augmente la
synthese dinhitbiteurs de proteases (inhibiteur du plasminogeng
activateur, PAL) qui bloguent T'activité de ces enzymes

- augmente 1a transcription, 1a traduction et 1a maturation des
recepteurs cellulaires (les intégrines) pour Tes protéines de 1a matrice,
notamment 1a fibronectine. 11 a été démontre que le TGF-B augmente 13
capacité d'adhésion de divers types cellulaires a des substrats de
fibronectine et collagene.

Les multiples niveaux d'action ou le TGF- agit suggerent que le

principaux. mecanismes par lesquels le TGF-B contrale 1a croissance, 1a
differenciation et les fonctions des cellules du mesenchyme (pour revie,
Rizzino 1983, 143) Ces effets specifiques du TGF-B sur T'augmentation de 1a
synthese des proteines ont efe demontres » vitro et n vive

3.6.1.2 Le muscle

Le TGF-B est un régulateur potentiel de la myogénése. A 'exception
des cellules satellites dont la croissance est inhibee, le TGF-B est plutét un
inhibiteur de la differenciation des cellules de ce tissu. Bien que la
signification physiologique de ce phénomene ne soit pas connue, 11 a été propose
gue Te TGF-B puisse jouer un role dans la régénération musculaire, prevenant la
fusion précoce des myoblastes embryonnaires et celle des cellules satellites
dans le mérme corps de muscle, au moment de 1a myogénése initiale.

Des études immunohistochimigues ont démontré un fort marquage
intracellulaire des myocytes cardlaques. Ce marquage disparatssant rapfdement
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Figure 2 : Le TGF-P et 1a matrice extracellulaire (Roberts et Sporn

1990,153).
PAI, plasmiinogen activator inhibitor ; TIMP, thiol inhibitor metalloproteinases.
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aprés un infarctus expérimental mais se trouve intensifié dans les Zones
peripheriques aux tissus leses (Thompson et coll 1988, 180) Ces donnees
implhiguent un role du TGF-B dans les mecanismes de maintenance de ces
cellules. Lefer et coll (1990, 108) ont démontre le role preventif (cardio-
protecteur) du TGF-B dans les lesions cardiaques graves, peut étre, par
diminution des dommages causeés par elévation du tauy de TNF circulant.

36.1.3Lesos

Plusieurs observations ont conduit a Thypothese gue Jes meécanisines
daction du TOF-B dans le tissus osseux sont similaires dans sa formation
ermbryonnalre et dans la croissance, le remodelage et la cicatmsation de ce
mérne tissy adulte .

el

- le TGF-B est présent dans 1a matrice osseuse, adulte (Seyedin et coll.
1982, 166 ; 1986, 167) et apparait au moment de T'ossification
endochondrale pour un modéle de formation de 1'os, /7 7ve(Carrington
et coll 1988, 2%)

- des osteoblastes bovins, foetaux, en culture et des cellules
d'ostensarcome de rat possedent un fort taux 0 ARNm TGF-B et secretent
de relativement grandes quantites de ce facteur de croissance (Robey et
coll 1987, 154)

- les faux dARNmM TGF-B 1 sont eleves dans 1es os rractures, en
phase de cicatrisation, au moment de la mineralisation

_ Le TGF-B est mitogéne pour fes osteoblastes en culture, observation tres

significative car le TGF-B est generalement inhibiteur pour la majorite des
cellules en culture De plus, 11 inhibe [a formation d'osteoclastes dans des
cultures de moelle osseuse de boeuf, suggerant un role de régulation locale du
remodelage osseux. Ces effets sur le sytéme ostéoblastes/osteoclastes font
penser a son implication dans les processus couplés de formation/résorption du
remodelage de 1'03 adulte (Centrella et coll. 1988, 27). Dailleurs, il a été
proposé un modeéle d'activation du TGF-B latent (associé a la matrice) par
'environnement acide et protéolytigue crée par l'activité ostéoclastique. Ce
TGF-B activé inhiberait la formation de nouveaux ostéoclastes et augmenterait
la population locale d'ostéoblastes, induisant un dépbt de matrice servant de
centre de minéralisation.

3.6.1.4Les cellules immunitaires

Les TGF-p1 ef 2 sont de puissants agents immunorégulateurs
stimulant les fonctions monocytaires mais diminuant [a proliteration et les
fonctions lymphocytaires. Leur capacité a inhiber la prolifération des
lymphocytes B et T, & des concentrations femtomolaires (Kehrl et coll. 1986, 92
, 1989, 93), fait qu'ils sont significativement plus actifs que la cyclosporine A,
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immunosuppresseur spécifique des cellules T (Kronke et coll. 1984, 101). Le
TGF-B inhibe egalement 1a prolifération des thymocytes et supprime l'activité
des cellules N¥.

Il antagonise les effets des interieukines (IL-1, 2 et 3) mais i1 n'est pas
considere comme un simple anti-interiegkines

Il inhibe Ia secrefion des 1gG et des IgM par les cellules B activees et
coopere avec les IL-2 et 5 dans la requlation de la secretion des IgA par les
lymphocytes splénigues (isotype 1A passant de 0,1 a plus de 10%). Par contre,
il supprime [a sécrétion des IgA par traitement des cellules B activées-IgA
sécrétantes (Kehrl et coll, 1986, 92 ; Coffman et coll. 1989, 35).

L'activation des cellules T par 1a phytohémagglutinine A (PHA) augmente
I'expression des récepteurs TGF-B alnst gue le taux des ARNm TGF-B et 1a
secretion de celut-cl, suggérant quil putsse conclure cette activation,

Le TGF-B a aussi un rdle immunosuppresseur des fonctions des
cellules immunitaires /7 v/1va En effet, 1a corrélation glioblastomes-dépression
de I'immunite cellulaire est établie avec un rdle trés important attribué au TGF-
B {Wrann et coll. 1987, 201).

Par contre, celui-ci active plusieurs fonctions des
monocytes/macrophages. C'est un puissant agent chimiotactique pour les
monocytes (0,04-0.4 pM) et 1l stimule I'expression d'ARNm pour dautres
pepfides regulateurs de fa croissance comme TNF-a, PDGF, TGF-a, FGF, IL-1 et
meme le TGF-B (Wahl et coll 1987, 190) Un autre effet tres selectif sur les
macrophages est la désactivation ou la suppression du relargage de peroxyde
d'hvdrogene Cetfe inhibition de I'explosion oxydative ou "jef respiratoire” des
macrophages activés pourrait étre un nouveau reflet d'une reponse coordonnee
du TGF-B dans la cicatrisation.

Combines, les effefs du TGF-RB sur les lymphocytes et les monocytes
indiquent qu'tl supprime les aspects destructeurs de la reponse inflammatoire
factlitant les effets anaboliques des facteurs de croissance dérives des
rmacrophages sur la reconstruction cellulaire,

3.6.1.5 L'hématopolése

Le rdle du TGF-p dans le contrble de I'nématopolése a été démontré
dans des systémes de culture de moelle osseuse. 11 supprime 1a crofssance des
populations de cellules hématopoiétiques peu différenciées mais n'affecte pas
celle de cellules plus difféerenciees. L'inhibition réversible par le TGF-B (1 et 2)
de la prolifération induite par I'lL-3 des progéniteurs murins et par I'lL-3 et le
GM-CSF des cellules medullaires humaines a ete observee. Par contre, il n'y a
pas inhibition s1l y a induction par le GM-CSF pour les cellules bovines et par le
G-CSF pour les cellules humaines.

I1 est a noter que les mégakaryocytopoiéses bovine et humaine sont
inhibées suggérant une possible régulation négative, autocrine,
impliquant les plaquettes (Ishibashi et coll. 1987, 83 ; Mitjavila et coll.
1988, 123) (pour revue, Hampson et coll, 1989, 65).
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3.6.1.6 Les cellules stéroldogénes

Les effets du TGE-B sur les cellules steroidogenes sont dependants du
type cetlulaire et ont eté décrits pour :

- les celiules adrenocorticales Ginhibition) (Hotta ef Baird 1986, 77 ;
Feige et coll. 1987, 53}

- les cellules de la granulosa (augmentation de T'effet de la FSH sur
l'activité aromatase) (Ying et coll. 1986, 203 , Hutchinson et ¢oll,
1988, 80) et de 1a théque des ovaires

- 1es cellules de Leydig (inhibftfon) (Avallet et coll. 1987, 8 ; Linet
coll. 1987, 109 ; Morera et coll. 1988, 128) et de Sertoli testiculaires

Ces effets sont indépendants de la prolifération puisquii n'y a pas
deffet sur la croissance Le TGF-B agit dune fagon endogene, comme un
médiateur autocrine et paracrine des fonctions cellulaires.

3.6.1.7 L'endothélium

- - / - ’ ’ j 50,
[T apparalt comme anglogénique dans des systemes test, /7 v/veo, comme
par exemple, une reponse localisée au site d'injection (Roberts et coll. 1985,
149) Mais du fait quun grand nombre de cellules differentes sont en jeu, 11 est
difficile de savoir 1 1a formation de nouveaux vaisseaux sanguins est un effef
direct du facteur de croissance sur les cellules endothéliales ou bien le résultat
d'une stimulation indirecte des cellules endothéliales par dautres substances
produites par des cellules cibles du TGF-B comme les macrophages.

/nvitro, le TGF-p1 s'oppose a V'action d'un des mitogénes majeurs des
cellules endothéliales, le FGF et inhibe leur prolifération en culture
monocouche. 11 est a noter que 1a forme B2 est cent fois moins active que la

forme B tJennings et coll 1988, 86)

Observations intéressantes

- le TGF-B1 stimule la croissance des cellules endothéliales, en culture,
dont le passage est réalisé de facon mécanique et non par trypsination,
suggérant gue l'effet inhibiteur pourrait s'exprirner 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 entraine I'activation de TGF-p latent
sécrété par les cellules, suggerant que I'activation particuliére du
TGF-B, /7 v/va e long des vaisseaux en formation, pourrait étre un
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important point de controle de ces effets sur 1'angiogénése
3.6.1.8 Le foie

Les hepatocytes, comme T'endothélium, sont normalement dans un état de
quiescence chez 'adulte.

L'effet inhibiteur du TGF-B sur la croissance, /7 vitro, des hépatocytes
sugqgére quil pourrait jouer un rdle dans le maintien de Ta quiescence, /) viva
(Nakarnura et coll. 1985, 131, Carr et coll. 1986, 21, MacMahon et coll. 1986,
115). Bien que 1a majorité des hépatocytes ne se répligue pas durant 1a vie
adulte, ces cellules gardent en mémoire cette capacite et s'en servent lors d'une
perte de tissu heépatique f(comme c'est le €as dans une hepatectomie
experimentale chez I'animal). 11 est evident que le TGF-B intervient durant la
régénération hépatique par inhibition paracrine pour prévenir,peut étre, une
crolssance Incontrolee de ce tissu

La perte de ce controle negatif pourralt conduire a une transformation
maligne Russel et coll (1988, 160) ont demontre que du TGF-BT ou 2, Injecte
par vote infraveineuse, dont il a ete estime que 60% sont captes par le fole au
premier passage (Coffey et coll. 1987, 34), réduit de facon considérable la
fraction d'hepatocytes en voie de synthése d'ADN chez un amimal ayant subit une
hépatectomie partielle.

3.6.1.9 Les autres épithéliums

Les effets du TGF-B sur les hepatocytes sont un exemple de ces effets
inhibiteurs sur les cellules épithéliales. Mais de nombreux tissus épithéliaux se
trouvent dans un etat dynamigue, ou de puissants mecanismes de regulation
contrélent la proliferation et la differenciation celluiaires

Le TGF-B inhibe Ia croissance dune grande parfie des cellules
epitheliales, en culture, comme les keratinocytes, les cellules du tube proximal
renal, les cetluies épithéliales : bronchiques, intestinales, de la trachee, de 13
prostate de rat. Mais des exceptions existent, telle la stimulation de la
croissance des cellules mésothéliales humaines et de la prostate humaine,

[l apparalt gue les contrdles de la crofssance et de 1a différenciation sont
trés étroitement 1iés pour ces cellules épithéliales ; une inhibition de 1a
prolifération étant souvent liée a la différenciation terminale de ces cellules.
Dans le cas des kératinocytes, le TGF-B stimule l'expression des caracteres
specifiques d'une maturation régénérative malgré cette différenciation
terminale, appuyant son role physiologique dans le controle de la balance entre
dwision cetlulaire, migration et maturation durant la cicatrisation epithehale

Des resultats de travaux, 7 vivg renforcent le role suppose du TGF-B
dans le controle de la differenciation des epitheéhiums comme -

- une correlation inversée entre la mitose et 'expression d ARNm TGF-p
pour des entérocytes isolés



39

- une forte inhibition Tocale (implants) de 1a crolssance et de 1a
morphogéenese du tissu mammaire

- un marquage immunohistochimique plus infense au niveat des
epitheliums mammaires ramifies et des fourches de I'epithehium
bronchigue ou il n'y a pas prolifération mais concentration du depdt de
protéines matricielles,

3.6.2 Réle dans I'embryogénése

Les mecanismes actifs dans les processys de cicatrisation et de
carcinogenese ont longtemps ete soupgonnes étre la recapitulation des
mecanismes actifs durant le developpement embryonnaire.

Le rdle central du TGF-Bp dans la cicatrisation et Ia
carcinogénése, la distmbution quast universelle des recepteurs TGF-f et ses
puissants effets sur la migration, la croissance et la differenciation
cellulaires, 1a fonction et la regulation de fa matrice extra-cellulaire
impliquent  fortement ce facteur de croissance dans le developpement
ermbryonnaire.

IMis a part le TGF-B2 pour lequel il n'y a pas d'observations disponibles,
tous les autres génes TOF-B sont forterent exprimés durant 'embrvogénése, Les
ARNM TGF-B1 sont exprimes en premier liey apres |a fertilisation ef jeur faux
reste eleve durant le reste du developpement de 'embryon de souris ainst que
durant la vie neonatale et adulte L'expression de I'ARNm TGF-B3 est elevee dans
te cordon ombilical humain tandis que les formes TGF-B3 et 4 sont detectees
dans les chondrocytes et les fibroblastes embryonnaires de poulet. |1 est a
noter un intense marquage 1mmunohistochimique TGF-B3 et precurseur dans les
neurones (pas pour le TGF-B1) et les myocytes de I'embryon de sours

Enfin, 1e TGF-BS cloné a partir d'une Tibrairie ADNC d'oocytes de grenouille
est le plus fortement exprimé a partir du stade neurula avance.

Les cellules des tissus embryonnaires de plusieurs especes, plus ou moins
différenciees, sont sensibles aux TGF-f1 et 2, reflet de T'expression de
récepteurs spécifiques.

Des cellules embryonnaires de carcinome ont eté utilisees comme modele
experimental d'embryogenese precoce Bien que les cellules souche expriment
tres peu de recepteurs TGF-B ef n'apparaissent pas repondre au TGF-B, les
cellules fille differenciees expriment seize a quarante fo1s plus de recepteurs
et sont inhibees par le TGF-B Ces changements de nombre de récepteurs
pourraient étre la base des observations selon lesquelies les fibroblastes
embryonnaires, précoces, humains sont stimulés par le T6F-g1 tandis

que les fibroblastes murins ou humains, a un stade plus avancé, sont
inhibés.

Beaucoup de cellules embryonnaires, sensibles au TGF-B, sécrétent des
TGF-B, mmphiquant peut-étre ces peptides dans un mecanisme de regulation
autocrine de ia croissance et de la differenciation des fissus embryonnaires
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Dans de nombreuses cellules embryonnaires, précoces (ostéocytes
perichondraux-osteocytes mpliques dans l'ossification Intramembranaire,
region submuqueuse de 'intestin en développement), les ARNm TGF-B1 et la
protéine sont co-localisés, renfor¢ant I'hypothése d'action autocrine. Dans
le cas de ftissus plus differencies avec composants epithelial et
mesenchymateux (germe des dents ou follicules pileux du museau en
developpement), les ARNm TGF-B1 sont exprimes dans le composant epithelial
alors que fa proteine est localisee dans les elements mesenchymateux sous-
jacents Une interpretation simphiste est que le TGF-B1 est synthétise par les
cellules epithehales de ces fissus, secreté et localisé dans le meésenchyme 51
le TGF-B1 est synthetise sous forme latente, 11 est possible que le TGF-B]
latent puisse se fixer aux cellules mesenchymateuses via un site de fixation
heparine ou via la séquence intégrine de reconnaissance cellulaire ARG-GLY-ASP
(RGD) présente sur 1a LAP et 1a TGF-B 1-BP.

Les résultats de l'etude de Heine et coll. (1987, 71) sur I'embryon de
souris en développement, démontrent clairement que le TGF-pI est localisé
non seulement de facon spatiale mais aussi temporelle, en corrélation avec
les evenernents morphogénétiques et histogénétiques, specifiques.

3.7 Mécanismes d'action biochimiques

Des effets communs a dautres facteurs de croissance comme la
stimulation de fa consommation de glucose, le transport augmenté des acides
amines et la stimulation de la synthese des prostaglandines et de l'acting
cytoplasmigue ne sont donc pas specifiques du TGF-B La modulation de
'expression de recepteurs pour dautres facteurs de croissance et hormones
semble specifique de la cellule examinée et en relation avec son mode d'action
sur cette cellule.

Le TGF-B interfére avec differents mitogénes incluant PDGF, EGF, FGF
et IGF suggerant que T'interference se situe au niveau du message de ces
récepteurs, En effet, ces récepteurs sont des tyrosine kinases dont l'activite
est stimulée par la fixation du ligand spécifigue. Or, une telle activité n'a py
étre démontrée pour les récepteurs TGF-B.

L'étude des effets du TGF-B sur dautres signaux intra-cellulaires le
distingue des autres facteurs de croissance liés a une activité tyrosine kinase.
Pour les fibroblastes d'embryon de souris AKR-2B, le TGF-B entraine un délai
dans la mitose, supposée étre sous la médiation de I'induction d'ARNm ¢-s/set
sécrétion de proteines PDGF-1ike. Les génes cmycet c-rosréqulés par le PDGF
sont aussi induits avec des cinétiques retardées par le TGF-B.

Pour ce qui concerne les cellules AKR-2B, plusieurs points impliguent, a
I'évidence, une "GTP-binding protein” dans 1a réponse mitogénique Induite par le
TGF-p (Murthy et coll. 1988, 129):
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- i1y a inhibition de cette action mitogénique par 1a toxine pertussique
connue pour bloquer le signal de transduction a médiation récepteur par
ADP-ribosylation de la sous unite alpha de certaines proteines G

- le TGF-B stimule I'activite GTPase membranaire

=11y areduction de I'affinite du TGF-B dans sa fixation aux récepteurs
par la GppNHp connue pour dissocier les protéines G

Cette qgermere observation demontre l'evidence dune association
fonctionnelle entre une protéine 6 et le récepteur TGF-B mais plaide
contre un effet indirect de la toxine pertussique sur les peptides PDGF-hke
Drailleurs, Howe et coll. 1990 (78) pensent que I'association entre 1a fixation au
de TGF-B récepteur et T'activation d'une proteine G est nécessaire a I'inhibition
de la croissance des cellules épithéliales CCLB4,

Le résyltat final de T'action du TGF-B sur les cellules cible est la
raodification du profil de sa transcription. La transcription de nombreux génes
est augmentée ou diminuée (selon le géne examiné) avec augmentation et/ou
stabilisation du taux d'ARNm, effet sur promoteur: facteurs de croissance
(auto-induction du TGF-B1) et récepteurs, proto-oncogénes nucléaires,
enzymes impliquees dans 1a synthese de 1'ADN, Implication du systéme matrice
extra-cellulaire (génes du collagéne alpha 2 (1), fibronectine, collagénase et
TIMP).

I1 est a noter que le TGF-B pourrait etre un médiateur potentiel de
I'action des rétinoides et des stéroides £En effet, des resultats
prefiminaires indiquent que l'action de molecules de petit poids moieculaire
comme les rétinoides, les esters de phorbol et les hormones (comme les
oestrogénes et la dexamethasone) pourrait étre sous la médiation, au moins
partielle, du TGF-B

- les esters de phorbol induisent 1'expression d ARNm (TGF-B 1) chez les
cellules de 1'épiderme de souris et (TGF-B2) chez les kératinocytes en
culture

- le tamoxifene induit 1a sécrétion de TGF-B2 chez les cellules de
carcinome prostatique, humain PC-3 {lkeda et coll. 1987, 82)

- les oestrogénes induisent I'expression dARNm TGF-B 1 chez les cellules
d'ostéosarcome humain HOS TE8S (Komm et ¢oll. 1988, 99)

- le tamoxifene et le TGF-B 1 inhibent 1a croissance de cellules de cancer
du sein (MC-F7, par exemple) (Knabbe et coll. 1987, 97)

- les oestrogénes et le TGF-B 1 induisent 1a synthése de collagéne chez les
cellules osseuses (Komm et coll. 1988, 99)

- l'acide retinoique et le TGF-B inhibent la prolifération de diverses
cellules épithéliales (Roberts et Sporn 1984, 148)
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3.8 Roles dans les processus physiologiques et pathologiques

Les actions concertees du TGF-B sur de nombreyx types cellulaires
impligques dans l'état inflammatoire et 1a réparation tissulaire ainsi que dans
des processus pathologiques comme ia carcinogenese demontrent bien 13
multifonctionnalité de ce facteur de croissance (Roberts et coll 1988,
10613 En effet, i1 régule beaucoup de processus communs a la
réparation tissulaire et a 1'état pathologique comme 1'angiogénése, le
chimiotactisme, la prolifération fibroblastiques et le contréle de 1a synthése et
& degradation des protéines de la matrice. De plus, ces types cellulaires
peuvent synthétiser du TGF-B.

3.8.1 Les processus de cicatrisation

La presence de quantités relativement elevees de TGF-f dans les
plaguettes et le tissu 0sseux implique cette protéine dans 1a réparation des
tissus mous (chimiotactisme, activation des monocytes/macrophages,
suppreasion de 'immuntte cellulaire ) aussi bien que dans le remodelage et
la réparation des tissus durs (processus cites pour les tissus mous avec
des effets plus spécifiques comime la suppression de la différenciation des
ostéoclastes et stimulation de la prolifération des ostéoblastes et de leurs
fonctions). Les actions du TGF-B, prises de fagon individuelle, sont classées
stimulatrices ou inhibitrices mais il est certain gu'il existe une balance
des effets et une synergie de ces effets pour accroitre l'efficacité de 1a
combinaison cicatrisation et remodelage tissulafre. D'ailleurs, de nombreuy
mécanismes se sont développés pour étendre les actions du TGF-P dans ces
processus. Aprés le relargage des granules alpha plaquettaires, d'autres types
cellulaires impliques comme les macrophages activés, les lymphocytes, les
fibroblastes, les cellules musculaires lisses ef 1es ostéeoblastes peuvent
secreter du TGF-B De plus, le TGF-B possede 13 propriete d'auto-induire sa
propre synthése chez les macrophages, les lymphocytes et les fibroblastes Cect
pourralt servir a soutenir ses actions (Pierce et coll 1989, 140) 1] est aussi
possible d'evoquer les mecanismes d'activation/desactivation du TGF-B au site
de dommage - le micro-environnement acide/proteolytique a proximite des
macrophages actives pourrait favoriser I'activation du TGF-B, alors que 'exces
seralt capte par l'ap-macroglobuline Il est a noter que I'injection locale, »
v/ de TGF-B peut initier la cascade des événements caractéristiques
de 1a cicatrisation et ceci de facon réversible.

Contrairement a l'adulte ou les fibres de collagene sont le support de la
cicatrisation, le foetus cicatrise sans cicatrice (pas d'etat inflammatoire aigu,
faible participation des fibroblastes et matrice de type protéoglycan plutdt que
collagene) (De Palma et coll. 1987, 44) Ceci suggére que la cicatrisation
foetale implique d'autres mécanismes indépendants de la participation du TGF-B
ou que d'autres formes de TGF-B y sont impliquées.
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Pour ce qui concerne la réparation osseuse, le TGF-B joue certainement
aussi, un role important puisque les caractéristiques tissulaires mimant les
etapes initiales de 1a cicatrisation sont observées, Puls, intervient le processus
de mineralisation mimant la formation embryonnaire du tissus 0sseux.

3.8.2 Carcinogénése et autres pathologies prolifératives

Théoriquement, 1a carcinogénése pourrait résulter de la perte
de 1a sensibilité des cellules aux facteurs de croissance inhibiteurs
qui normalement contrdélent leur croissance et diminuent leur
sensibilité aux mitogénes autocrines (Sporn et Roberts 1985, 172),

Il n'est pas évident que le TGF-Bp contrdle 1a croissance de cellules
épithéliales ou lymphoides. Pourtant, de nombreuses cellules transformées
comme des keratinocytes, des hepatocytes, des cellules de carcinome
bronchigue, des cellyles de carcinome squameux, des cellules leucemiques et de
retinoblastome ne sont plus inhibees par le TGF-B.

Dans un seul exemple, 12 perte de 1a sensibilité au TGF-B est basée sur 1a
perte des mécanismes dactivation dy TGF-B latent. 11 s'agit du carcinome
pulmonaire humain A49 pour lequel, 1es cellules sont prolifératives malgré une
sécrétion substancielle de TGF-B latent. Sile TGF-B du milieu conditioné de ces
cellules est activé (par acidification, par exemple), 11 y a inhibition de
croissance.

Dans d'autres cas comme les cellules de pheochromocytome de rat PC12,
de retinoblastome humain ef de plusieurs leucémies, 11 y a correfation entre
cefte perte de sensibilite au TGF-B et I'absence de recepteur TGF-B

Bien que plusieurs cellules tumorales sécretent du TGF-B mais ailent
perdu la capacité de réponse a cette protéine, il a été postulé que le TGF-B
pourrait stimuler la croissance tumorale via des effets paracrines
sur les éléments du stroma tumoral. Comme dans le tissu granuleux
cicatriciel, ce stroma ftumoral est caracterise par un influx de cellules
inflamrmatoires, une néovascularisation et synthése de tissu conjonctif (Dvorak
1986, 49). Sécreéetant continuellement du TGF-B, la tumeur pourrait utiliser les
mécanismes réparateurs, naturels de I'hdte pour promouvoir Sa  propre
croissance et affaiblir 1a surveillance immunologigue (état immunodépressif
des patients atteints de gliomes) Torre-Amione et coll. (1990, 183) ont
démontré que la tranfection dun ADNC TGF-B1 a des cellules tumorales
fortement immunogénes leur a permis d'échapper a la surveillance
fmmunologique des souris contaminées.

L'tmplication du TGF-B dans 1'élaboration de tissu conjonctif (par le
contrdle de 1a synthése des protéines de 1a matrice et de 1a protéolyse) permet
de prédire que I'expression abérrante de ce facteur de croissance pourrait étre
associee a de nombreuses pathologies du tissu conjonctif comme les
cheloides, 1a cirrhose, I'athérosclerose, la fibrose puimonaire, 1a sciérose du
derme et 1'arthrite rhumatoide (Sporn et Roberts 1986, 173).



44

Des résultats préliminaires ont montré un taux de TGF-B élevé dans le
liquide synovial de patients atteints d'arthrite rhumatoide. Bien que le TGF-B ne
soit pas mitogene pour les synoviocytes, il pourrait jouer un rdle dans les
aspects réparateurs de la maladie incluant la fibrose et la formation de
cicatrices (Allen et coll. 1990, 1)

Dans la vitroretinopathie proliférative (PVR), une pathologie fibrotique de
I'oel, 11 existe une forte corrélation entre le taux de TGF-B2 du Hquide vitreux
et la sevérité de la matadie.

Un modele experimental de glomerulonephrite proliferative, mesangiale,
algue a permis de demontrer que cetfte pathologie (inflammation du rein avec
accumulation de matrice extracellulaire dans les glomeérules endommagés) est
associee a une production et une activité de TGF-BI augmentées et que
Fadministration danticorps anti-TGF-B1 (au moment de Iinduction de |a
maladie) supprime [augmentation de production de matrice extracellulaire ef
diminue fortement les manifestations histologiques de la pathologie. 11 s'agit
donc dun exemple dimplication probable du TGF-B dans les pathologies
glomerulaires humaines et peut-etre, dans d'autres pathologies o 1a fibrose est
décrite (Border et coll. 1990, 14).

3.9 Applications thérapeutiques potentielles du TGF-B
Deux domaines d'applications thérapeutiques majeures sont envisageés

- 1a réparation des tissus mous et durs
- la thérapie immunodépressive

Des applications locales de TGF-B, » vip chez T'ammal de laboratoire,
ont demontre leur efficacite dans les processus de cicatrisation (Sporn et
coll. 1983, 171 ; Lawrence et coll. 1985, 106 : IMustoe et coll, 1987, 130 ; Brown
et coll. 1888, 17 ; Smiddy et coll. 1989, 170) et ces résultats laissent présager
une réelle application thérapeutique aprés la mise au point d'un systéme de

v 1€

Pour ce qui concerne 1a réparation du tissus osseux et du cartilage, il est
encore trop tOt pour s'avancer quant a l'application thérapeutique. Le role du
TGF-B dans la reparation, /7 vive, de carfilage ou de tissu osseux nest pas
encore eclairci et pourrait dependre de T'utilisation simultanee dautres
facteurs de croissance (notamment les BMP, membres, elles aussi, de la famiile
TGF-B)

La suppression ou plutét la diminution de Vintensité de 1la
réponse immunitaire constitue 'autre application thérapeutique potentielle
du TGF-B, notamment dans la prévention des phénoménes de rejet lors de
transplantation. Le TGF-B 1 est cent mille fois plus efficace que la cyclosporine
A (sur une base de comparaison moléculaire).
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Enfin, dans le futur, 1a régénération des tissus musculaire (infarctus
du myocarde) et nerveux (accelération de 1a regeneration des nerfs
peripheriques) pourrait étre exploree.

3.10 But du travail

Notre travail avait pour but la mise au point d'une technique de
purification du transforming growth factor-beta 1 (TGF-f1) dans
'optique d'un schema de purification plus global des facteurs de croissance
humains, d'origine plaquettaire. Les "impératifs” de la méthode de purification
se situalent dans la simplicité (au sens propre et dans loptique de
sophistication restreinte mais efficace), la rapidité et la tranférabilité a plus
grande echelle.

La methode de purification décrite par Assoian et coll (1983, 6) fut une
base de travail dans cette recherche.

En France, les centres de transfusion sanguine sont seuls habilités a
préparer les concentrés plaquettaires humains. Leur validité d'utilisation
est d'une durée de cing jours. Passé ce laps de temps, 115 sont détrults. Or, les
plaquettes sont une source naturelle privilégiée de facteurs de
croissance, trés intéressante pour leur purification potentielle. Les relations
privilégiees existant entre le CRT.S Nancy-brabois et l'unite INSERM 284
“Instrumentation avancee et reactifs” ont conduit a envisager cette purification
dans un but de “valorisation” des concentrés périmes, inutilisés pour la
production de réactifs (protéine-réactif, anticorps poly- ou monoclonaux
correspondants et mise au point de milieux de culture cellulaire de composition
définie).
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MATERIELS ET METHODES

Tous les produtts chimiques, d'usage courant, proviennent principalement
de trois fournisseurs sauf exceptions mentionnées :

- Prolabo (Paris, France)
- Merck (Darmstadt, Deutschland)
- Sigma (Saint Louis, MO, USA)

I Méthodes de dosage du TGF-B1
1.1 Les facteurs de croissance

Le TGF-B 1 humain d'origine plaquettaire dont Ia purete > 97% (sequence N
terminale et SDS-PAGE avec coloration argentique) provient de R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA). La reconstitution du produit Tyophilisé (échantillon de
Ing, conservé g -20°C) est réalisée par addition de 0,1 ml dacétonitrile (ou
propanol) 25% - TFA 0,1% dans le flacon de conditionnement prévu a cet effet.
Apres une demi heure a temperature ambiante, 0,9 mil d'HCl 4 mP - BSA 1 myg/mi
stériles sont ajoutés (une demi heure a température ambiante). La préparation
1000 ng TGF-B 1/ml (40000 pM) stable environ un mois, si conservée a 4°C, est
de préférence échantillonnée en récipients plastigue (polypropyléne de
préference) et congelée a -20°C. 11 est préférable de ne pas congeler/décongeler
le TGF-B. Cette préparation de TGF-B1 humain d'origine plaquettaire est utilisée
comme étalon dans les différents dosages utilisés (la figure 3 représente la
notice accompagnant ce type d'échantillon).

L'EGF (100 pg) purifié a partir de glandes sous-maxillaires de souris
(Sigma, tissue culture grade) est reconstitué par addition de 10 ml de tampon
PBS stérile (formule de Dulbecco : KC1 2,7 mM, KH2P04 1,5 mM, NaCl 136,39 mM,
NapHPO4 8,1 mM, pH 7,4). La préparation 10 pg EGF/m1 est échantillonnée et
conservée a -20°C pendant plusieurs mois en évitant de 1a congeler/décongeler.

Activation du TGF-B1 latent

Dans le cas de fractions obtenues et conservees a pH neutre, il est
necessaire d'activer, / witrg le TGF-B1 latent avant de procéder a sa
quantification

Un volume de 100 pl d'echantilion est acidifie par addition de 25 pl d'HCI
0,6 N en presence de 50 pl de BSA 4 mg/ml pendant 30 min & temperature
ambiante. Aprés neutralisation par addition de 25 pl de NaOH 0,6 N, T'échantillon
contient NaCl 0,15 M et BSA 1 mg/ml exogenes.
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TRANSFORMING GROWTH FACTOR-BETA

(from human platelets)

Highly purified TGF-8 is an extremely hydrophobic protein that adheres
strongly to surfaces, even siliconized glass and plastic. To ensure recovery,
TGF-£ is ordinarily lyophilized aseptically in the presence of high-grade bovine
serum albumin (50 pgs BSA/ug TGF-fA) (Cat. No. 100-B). Upon special re-
quest, TGF-# can be supplied free of carrier protein (Cat. No. 100-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-8 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-100).
Extraction with 4 mM HCL will extract most of the TGF-£ but recovery will
not be quantitative.

Lyophilized samples of TGF-g are stable for extended periods when stored
at —20°C. Preparations containing carrier BSA sheuld be reconstituted in small
volumes of 4 mM HCL containing 1 mg/ml BSA (0.5 — 1.0 mi/ug of TGF-3)
before being diluted to the final desired concentrations with medium or buffer.
After reconstitution, samples should be stored at 4°C. TGF-§ is stable under a
wide variety of conditions, but is inactivated by reduction. Purified preparations
of TGF-£ have an approximate EDgg of 1 ng/ml for the stimulation of colony
formation of AKR-2B {clone 84A) cells in soft agar. For NRK cells (clone
49F), the EDsgg 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 cell being studied.

This product is to be used for research purposes only.

Figure 3 : Notice accompagnant un échantillon de TGF-B1 humain
d'origine plaquettaire (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA).
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1.2.Culture cellulaire

thlieux de culture - serum de veau - additifs - frypsine

Le milieu de culture de base est le milieu d'Earle modifié par Dulbecco
(DMEM) préparé a partir de poudre (Seromed-intermed, Noisy le Grand, France)
reconstituée avec de l'eau bidistillée avec addition de bicarbonate de sodium
Sigma, tissue culture grade) 3,7 ¢/1, L-glutamine 384 mg/1 (Sigma, tissue
culture grade), pénicilline G 109 Ul/1 - steptomycine 0,1 g/1 (Diamant, Puteaux,
France). Aprés acidification par un jet de COp et filtration stérilisante sur
membrane 0,22 pm (Millipack Millipore, Bedford, MA, USA), le milieu est

5

conservé a l'obscurité et & 4°C. La L-glutamine est ajoutée aux milieux de
culture utilisés tous les 15 jours.

Tout le matériel plastique de culture cellulaire, sterile provient de
Costar (Cambridge, MA, USA) sauf exceptions mentionnees. Les manipulations
steriles sont realisees sous hotte a flux laminaire (classe 100, Sercoflux, Le
Vaudoué, France).

Le sérum de veau foetal (SVF, Seromed-Intermed, lot S 0113) ou sérum de
veau nouveau né (SVNN, Gibco BRL, Paisley, Scotland) sont inactivés par
chauffage a S6°C pendant 30 min, puis filtrés sur membrane 0,22 pm (Costar) et
conservés a 4°C

La trypsine est une solution a 2,5% en PBS sans calcium et magnesium
(Boehringer, Mannheim, Deutschland)

Le decollage des cellules adherentes par la frypsine est realise
généralement au stade subconfluent pour effectuer un passage de 1a culture. Un
‘rincage” (1 mi/flacon 25 cm2 ou 3 ml/ flacon 75 ¢cm2) du tapis cellulaire et
I'incubation du flacon de culture & 37°C pendant quelques minutes (dépendant du
type celiulaire) suffisent a effectuer cette opération. L'action de 'enzyme est
stoppée par addition de milieu complet froid et il est possible de faire un lavage
facultatif de la suspension cellulaire (centrifugation en tube contque, 800 g, 10
min, 20°C). Un passage de 1a culture est alors réalisé (1710 ou 1/20) une & trois
fois par semaine, ceci dependant du type cellutaire.

L'incubation est realisee dans une etuve 5% C0O2 - atmosphere humide -
37°C (ASSAR, Flobio, Courbevoie, France)

Conservation des lignées cellulaires

- Congélation
Une solution froide de DMSO (Sigma) a 10% en sérum de veau, préparée
extemporanément, est ajoutée, goutte a goutte, a une suspension cellulaire a

environ 107 cellules/ml en sérum de veau, sur un bain de glace pllée. 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 (boite de polystyrene) a -70°C, puis conserves en azote liquide

- Decongelation

Un cryotube est rapidement décongelé au bain marie a 37°C. Son contenu
est transferé dans un tube SO mi conique contenant environ 30 ml de milieu
additionné de 10% de serum de veau. Complété a un volume de S0 ml, le tube est
centrifugé a 800 g pendant 10 min a 20°C. 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
semi-solide

La lignée de fibroblastes normaux de rein de rat, clone 49F (NRK-49F)

nous a été généreusement donnée par Messieurs les Docteurs P. Jullien et DA
Lawrence de I'Institut Curie d'Orsay.
Ces cellules NRK-49F sont cultivées, de fagon courante, en DMEM 10% de SYNN.
Elles ne dowvent Jamals arriver au stade de Ja confluence sous peine de
compromettre la validité du test et dix a quinze passages sont généralement
effectues.

Reactifs .

- solution autoclavéee d'agar Noble (Difco , Detroit, Mi, USA) 1,8% en
eau bidistillee

= milieu DMEM 2 X prepare a partir de mileu liquide concentre 10 X
avec L-glutamine (Gibco BRL) et additionné de bicarbonate de
sodium 2 X 3,7 g/1 et antiblotiques (2 X 109 Ul/1 de péniciiline G et
2 X 0,1 ¢g/1 de streptomycine, pH ajusté avec NaOH | N

- SVF Seromed-Intermed (1ot S0113)

- milieu complet DMEM 10% SVF

= s0lution d'EGF S ng/m1 en mileu complet

- solution de fixation: glutardialdéhyde 250 mM - diméthylarsinate
de sodium 70mM

Ce test est base sur l'induction par le TGF-B, en presence d'EGF, de Ia
croissance “anchorage independent” (formation de colones cellulaires) de
cellules normales en miliey agar semi-solide La technigue utilisee est inspiree
de Lawrence et coll. (1984, 104).

Un  wvolume de 25 ml dune préparation nutritive (réalisée
extemporanément et maintenue au bain marie a 43°C) composée de mileu DMEM 1
X, SVF 10%, agar 0,5% est rapidement coulé au fond d'une boite de Pétri 35 mm
de diametre (Corning, Corning, NY, USA). Les bolftes fermées sont laissees pour
sotidification 15 min a 4°C et 15 min a température ambiante. Pendant ce
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temps, les cellules non confluentes sont décollées par la trypsine, aprés
elimination du milieu et de I'excedent de solution trypsique, pendant environ 5
mina 37°C Cingml de mileu complet sont ajoutés et 1a suspension est passee a
deux reprises au travers d'une aiguille a injection hypodermique 26 G X 1/2°
(0, 45X 12mm ; 12 - 4,5), a 'aide d'une seringue de 10 mi. Une numeration avec
test de viabilite au bleu trypan est réalisée en cellule de Thoma. Les cellules
sont ajoutées, au dernier moment, a une préparation nutritive (43°C) de milieu
DMEM 1 X, SVF 10%, agar 0,3%. Un volume de 1 ml de ce mélange contenant 7500
cellules est rapidement déposé au centre de 1a boite, sur la couche nourriciére.
La solidification est réalisée a température ambiante (boites fermées). Six a
huit boites sont disposées dans une grande boite de Petri carree (120 mm)
contenant en son centre, une boite 35 mm ouverte, remphe d'eau distiliee
(chambre humide) Les echantillons TGF-B (gamme d'eétalonnage et essais) &
tester peuvent alors éfre deposes a fa surface du milieu semi-solide. Le volume
usuel est de 1 mi (0,5 ml de la dilution de I'échantillon en milieu complet et 0,5
ml d'une solution d'EGF 5 ng/mi  également en mileu complet). Les grandes
boites sont alors placées en incubation 37°C, 5% CO2. Au quatriéme jour, une
boite témoin positif peut étre observée. L'incubation totale dure quatorze jours.

A ce stade, les boites sont placées environ 1 h a 4°C puis I ml] d'une
solution de fixation est déposé a la surface du milieu semi-solide. Aprés
environ 1 h(a plusieurs jours), les colonies cellulaires de diametre supérieur a
60 pm sont comptées sur une surface définie, au microscope avec grille
micrométrique, oculaire, quadrillée ou mieux, a 'aide d'un compteur-analyseur
d'image Les comptages ont éte realises sur un prototype du Centre anti-
cancereux Alexis vautrin de Nancy-Brabois (Monsieur le Docteur C Marchal),
développé en collaboration avec le laboratoire d'informatique et d'électronique
de Nancy (L.LEN., Messieurs les Professeurs A Tosser et G. Prieur). L'appareil
piloté par ordinateur (PCAT compatible, Compag 386 S), effectue douze
scrutations ( analyse d'image digitalisée par module Matrox PIP 1024) par boite
soft environ 60% de 1a surface totale puls, par extrapolation, calcule le nombre
total d'éléments (seuil de comptage défini) pour la surface totale (9,6 cmZ2),

Une gamme de TGF-B1 (R & D Systems) 0,05 a 5 ng/ml (2 a 200 pM) est
réalisée ainsi que des témoins négatifs sans TGF-B1 et sans EGF. Une courbe
d'étalonnage est alors tracée . Nombre de colonies cellulaires comptées (9,6
cm2) en fonction de 1a concentration en TGF-B1.

Le nombre de boites par essai dépend de I'objectif de la quantification de
I'activité biologique (une boite par essai pour un titrage de six dilutions et deux
ou trois boites par essai pour une quantification),

Il est possible de réaliser ce test en plague vingt quatre puits Linbro
(Flow Laboratories, Irvine Ayrshire, Scotland) en adaptant les parameétres a 1a
surface des puits (2 cmZ2). Cette méthode est trés utile pour tester, par
exemple, de nombreuses fractions chromatographiques. Le comptage est alors
effectue "manuellement” sous microscope.
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1.4 Fixation compétitive de TGF-B1 radiomarqué au récepteur
cellulaire

Cette méthode de dosage du TGF-B1 est basée sur 1a compétition entre le
ligand radiomarqué (concentration fixe de '231-TGF-B1) et le ligand froid

cellulaires spécifiques.
1.4.1 Radiomarquage du TGF-p1
Réactifs:

- solution d'acétonitrile 25% - TFA 0, 1%

- tampon phosphate de sodium 1,5M, pH 7,5

- fodyre de sodium radioactif (Na!25] ; 3,7 GBq ou 100 mCi 1231/m],
Amersham, Buckinghamshire, England)

- solution de chloramine T 100 pg/ml en tampon phosphate de sodium

= solution de N-acétyltyrosine 50 mM

- solution diodure de potassium 60 m

- solution d'urée 20 M en acide acétique | M

- solution d'HCT 4 mM, NaCl 75 miM, BSA 1 mg/mi

- solution de TCA 20%

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

Un échantillon de 1 pg de TGF-B1 humain dorigine plaquettaire (R & D
Systerns) sans BSA est reconstitué avec 10 pl d'acétonitrile 25% - TFA 0,1%. Dix
pl de tampon phosphate de sodium sont ajoutés (dans le flacon de
conditionnement) ainsi que 4 pl diodure de sodium radioactif. Pour initier 1a
reaction (femperature ambiante), S pl d'une sojution de chioramine T sont
ajoutes sous bonne agitation (@ l'arde d'un micro-barreau prévu a cet effet)
Apres 2 min, 5 pl sont encore additiones ainst qu'apres 1.5 min Enfin, apres |
min, 20 pl d'une solution de N-acetylityrosine, 200 pl d'iodure de potassium et
200 p! d'urée stoppent 1a réaction de marquage. Apres 2 a S min, I'échantilion
est dépose sur une colonne, préte a l'emploi, de filtration sur gel PD-10
(Sephadex 6-25 M, 1,5 X 5 ¢m, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden)
equihibree en solution HCI 4 mM, NaCl 75 mM, BSA | mg/ml. L'élution est
réalisée par gravité avec 1a méme solution, Des fractions d'environ 0,5 ml sont
collectées en tubes plastique (polypropyléne). Un échantillon de 1 pl de chagque
tube est compteé avec un compteur y (Kontron MR 252, Zurich, Switzeriand). La
preparation est conservee a 4°C (ou congelée a -20°C) avec une activité de 2200
a 2960 kBg/ml (60 a 80 pCi/mi). La precipition au TCA 15% est egalement
verifiée : 0,2 ml de TGF-B ! radiomarque, dilué sont additionnés de 0,6 mi de TCA
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20% frofd. Apres fncubatfon pendant 20 min sur un bain de glace, le tube
eppendorf est centmifuge a 2500 g pendant S5 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 1 ™M
- milieu DMEM, BSA T mg/ml

Les cellules utihisees dans ce test sont les lignees NRK-49F ef A549
(carcinorne de poumon humain, American Type Culture Collection, Rockville, MD,
USA). Elles sont cultivées de fagon courante enmilieu DMEM 10% de SVF.

Une plague vingt quatre puits (Costar) est revétue de gélatine (0,5 ml)
pendant 3 h a température ambiante (facultatif pour 1a lignée AS49). Aprés deux
lavages avecC du tampon PBS et un lavage avec du milieu DMEM, environ 109
cellules/0,5 ml sont mises en culture dans du milieu DMEM 10% SVF pendant 24
h, presque jusqu'a confluence,

Pour ce qui concerne les cellules NRK-49F, une incubation additionnelle
avec du milieu DMEM - BSA durant une nuit est réalisée alors que pour les
cellules A349, 11 s'agit d'un lavage d'une heure a femperature ambiante sous
agitation douce avec le tampon de fixation

1.4.3 Dosage
Réactifs:

- fampon de fixation NRK PBS, CaClo 1,2 mM, MgCl2 1,2 mM, HEPES
25 mM, BSA 1 mg/ml, pH 7,4

- tampon de rixation AS49 - milieu DMEM sans bicarbonate, HEPES 25
mit, BSA 1 mg/ml, pH 7.4

- tarnpon de solubilisation: Triton X-100 1%, glycérol 10%, BSA 0,1
mg/ml, HEPES 20 mM, pH 7,4

Un volume de 0,2 mi de tampon de fixation contenant 0,625 ng/ml (25 pM)
de TGF-B ! radiomarqué et les dilutions de TGF-B1 frofd a doser est incubé sous
agitation douce :

- 3had4°Cpour les cellules NRK-49F
- 2 h atemperature ambiante pour les cellules AS49

Une gamme d'etalonnage de TGF-B1 frofd (R & D Systems) 1,25 a 20 ng/ml
(50 a 800 pM) est realisee ainsi qu'un temoin TGF-B 1 froid 200 ng/mi (8000 pM)
permettant de determiner ia fixation non specifique
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Aprés trois lavages avec le tampon de fixation, la solubilisation (0,5 ml)
est realisee sous agitation pendant 20 min:

-a4°C pour les cellules NRK-49F
- a température ambiante pour les cellules AS49

La mesure de la radioactivité est effectuee sur la totalité des 0,5 ml de
solubilisant et une courbe d'étalonnage . Radioactivité (cpm) en fonction de 1a
concentration de TGF-B1 froid est alors tracée,

1.5 Inhibition de 1'incorporation de thymidine tritiée par
les cellules CCL64

Le TOGF-B (formes B et B2 equivalentes) possede la proprieté d'inhiber Ia
synthése d'ADN chez les cellules epithehales pulmonaires de vison (CCL64 ou
My iLu) en culture Cefte methode est nspiree de Cone et coll (1988, 36) ef
Mivazono et coll. (1687, 124,

- [méthyl - 3H I-thymidine (Amersham, 37 MBg/m1, 1 mCi/m1)
- gsolution de TCA 5%

- solution de solubilisation: NaOH 1 N, SDS 0,1%

-HCI 1N

- liguide de scintillation - Ready Safe (Beckman, San Ramon, CA,
USA)

La lignée CCLO4 (MvILu) nous a généreusement été donnée par le Docteur
K. Mivazono (LICR, Uppsala, Suéde). Les cellules sont cultivées de fagon courante
en milieu essentiel minimum (MEM avec 3els d'Earle, Gibco BRL) 10% SVF.

Environ 102 cellules/0,5 ml de MEM 1% SVF sont incubées (plaque vingt
quatre puits) pendant 24 h. Le milfeu est changé pour du mileu DMEM 1% SVF
contenant I'échantillon a tester (TGF-B1 de 1a gamme d'étalonnage ou de 1'essal).
Aprés 20 h, 7,4 kBg/ml (0,2 pCi/ml) de thymidine tritiée sont ajoutés et
I'incubation est poursuivie pendant 4 h. Aprés un ringage avec du tampon PBS
froid, 0,5 ml de TCA froid sont 1aissés pendant 20 min. Apres deux lavages avec
le TCA et un lavage avec de I'eau distiliee frofde, une solubilisation par addition
de 0,25 ml de NaOH 1| N - SDS 0,1% est effectuée pendant 20 min. Aprés addition
de 0,25 ml d'une solution d'HCI 0,1 N, 'échantilion est tranféré dans les flacons
de comptage (Poly Q 18 ml, Beckman) et 4,5 ml de lquide scintillant (Ready
Safe, Beckman) sont ajoutés. La radioactivité est mesurée sur compteur B (LS
1800 Beckman, Centre anti-cancéreux Alexis vVautrin) pendant | min.

Une gamme de TGF-B1 (R & D Systems, 0,05 a | ng/ml ou 2 a 40 pM)
permet le titrage et la quantification des echantillons (courbe d'étalonnage
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semi-logarithmique . % d'inhibition en fonction du logarithme de la
concentration en TGF-B1)

[l est a noter quune adaptation de cette technigue est possible pour un
essail en plague quatre vingt seize puits, tres utiie pour tester de nombreuses
fractions chromatographiques

Les conditions du test sont identiques avec respect du changement
d'echelie de surface (vingt quatre puits, 2 cm? guatre vingt seize puits, 0,32
cm2). Aprés incubation avec la thymidine tritiee, le surnageant est aspire et le
tapis cellulaire lave a trois reprise avec du serum physiologique Les cellules
sont decollees par la trypsine (100 pi/puits, S min a 37°C) et aspirees
soigneusement a l'aide d'un apparell semi-automatique Harvester Mash |l
(Microbiological Associates, Bethesda, CA, USA) sur un filtre en fibres de verre
calibré (Mash I, = 23-985, grade 934 AH, Whittaker, Walkersville, MD, USA). Le
filtre est lavé une dizaine de fois avec du serum physiologique, séché a 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 a 37°C avec 0,5 ml de liquide de solubilisation (Soluéne 100, Packard,
Downers Grove, 1L, USA), 45 mi de haguide scintillant (Insta-Fluor, Packard)
sont ajoutes et la radioactivite mesuree

2 Obtention d'anticorps polyclonaux anti-TGF-B

Apres étude antigénique du monomére de TGF-B 1 humain, la séquence d'un
peptide synthétique a été choisie et la production danticorps polyclonaux
réalisée chez le iapin.

2.1 Prédiction d'épitopes continus - Choix de 1a séquence d'un peptide
synthétique

van Regenmortel et de Marcillac (1988, 189) ont realise une évaluation de
hult methodes de prediction d'épitopes continus des protéines par étude de leur
structure primaire

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

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

- feuillet B inversé de Garnier et coll. (1978, 60)

- acrophilicité de Hopp (1985, 76)

- mobilité de segment de Karplus et Schulz (1985, 91)

- antigenicite de welling et coll. (1985, 199)

Ces huit méthodes ont été appliquées a 1'étude du TGF-B1. La sequence
primaire étudiée est celle décrite par Derynck et coll. (1985, 45). Les échelles
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ont été normalisées a I'échelle d'hydrophilicité de Hopp et Woods, mises a part
celles de Karplus et Schulz qui incluent I'etude des acides aminés proches
voising (1es residus N(n-3) et C(n-3) terminaux conduisent a une valeur calculee
nilie)

Pour celles-c1, sans alterer la procedure de lissage originale, un
programme informatique en langage FORTRAN & éte adapte par Monsieur le
Docteur S, Prémilat du laboratoire de biophysique moléculaire (LA, CNRS n’
494) de la Faculté des Sciences de I'Université de Nancy .

Les acides aminés "épitope continu” ont été définis en utflisant un seuil
correspondant a +0,7 fois Il'écart type de 1'étude statistique. Selon Van
Regenmortel et de Marcillac, en utilisant ce seuil, les echelles donnant la
meilleure evaluation sont -

- I'hydrophilicité de Parker et coll. (1986, 137)
- Tamobilité de segment de Karplus et Schulz (1985, 91)
- le feuillet B inverse de Garnier et coll. (1978, 60)

Flanders et coll. (1988, 54) ont réalisé une étude expérimentale des
anticorps polyclonaux produits chez le lapin contre plusieurs peptides
synthétiques correspondant a différentes régions du TGF-.

A V'aide de ces résultats, 1a séquence du peptide a été choisie (C-91-106)
et 1a synthése ainsi que le couplage (bisdiaminobenzidine) a des proteines
porteuses (ovalbumine et B5A) ont eté confiées aux Laboratoires Neosystem
(Strashourg, France), les taux de couplage étant de 25 moles de peptide/mole
d'ovalbumine (conjugué C-91-106-0VA) et 15 moles de peptide/mole de BSA
(conjugué C-91-106-BSA).

Une recherche d'homologie de sequence primaire du peptide C-91-106 a
été réalisée par interrogation de la banque de données SwissPROT grace a
I'aimable collaboration de Messieurs les Docteurs G. Fritz et F. Plewniak de
I'INSERM U 184 (Strasbourg). Le programme utilise est FASTA (Pearson et
Lipman, 1988, 138)

2.2 immunisation - Production des antisérums

Quatre Tapins (P, C, S et B) Fauves de bourgogne ont eté tmmunisés (aprées
une premiére saignée, dite pré-immune, PIm) avec différentes doses (100 a
1000 pg) de conjugué C-91-106-0VA (0,5 ml en serum physiologique) en
émulston SO0% adjuvant de Freund (Sfgma, complet pour 1a premiere
immunisation et incomplet pour les injections suivantes, intramusculaires ou
intradermiques). Les rappels ont été effectués quinze jours (premier rappel, R1)
puIS une semaine aprés la primo-injection pendant trols semaines (premiere
saignée, dite immune, Im1, dix jours apres R3). Des injections d'entretien ont
été réalisées tous les quinze jours:
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- dose compléte pendant cing mois
- demi-dose tous les mois pendant cing mois
= peptide non couplé jusqu'a Im29

Un essal de ré-immunisation (Im30 a Im35) avec du TGF-B1 natif (TGF-P1
apres filtration sur gel de la méthode neutre) purifie au laboratoire, environ
100 ng de proteines) a été effectué dans la partie descendante du pic
dimmunisation.

Une cinguantaine de saignées (dont trente correspondant a une
immunisation par le peptide C-91-106 conjugué ou non) par entaille
superficielle de 1a veine marginale de 1'oreille (15 @ 50 m1 de sang sur tube sec)
ont ete realisees dix a quinze jours aprés les rappels. Apres coagulation 2 h a
temperature ambiante et une nuit a 4°C, le sang est centrifuge a 3200 g pendant
30 mina 4°C, e serum recuelill et réparty est congelé a -80°C.

2.3 Caractérisation des antisérums

Les antiserums ont ete caractérisés par détection de I'antigéne sur phase
solide en ELISA et immunoblotting et par réaction antigéne/anticorps en phase
lquide dans 1'inhibition des propriétés du TGF-p1 27 vitra

2.3.1 "Enzyme-linked immunosorbent assay™ (ELISA)

Un controle du degre dimmunisation des lapins a ete realisé apres chaque
saignée par ELISA sur peptide. Ce test consiste en un systéme de détection de
I'antigene (AQ) sur phase solide a trois composantes A, B et C (ABC) .

- A anticorps primaire (AC) dirigé contre I'antigéne (Ag) a detecter
(dans notre cas, le peptide conjugué C-91-106-0OVA et pour
détecter 1e TGF-B1)

- B :anticorps secondaire dirigé contre l'anticorps A et conjugué a Ia
biotine (B-DAR)

- C: peroxydase conjuguee a la streptavidine (HRP-StAv)

Ag + AC -==>  Ag--Ac
Ag--AC + B-DAR --=>  Ag--Ac--DAR-B
Ag--Ac--DAR-B + StAv-HRP ---» Ag--Ac--DAR-BStAv-HRP
Ag--Ac--DAR-BStAv-HRP ---> produit coloré

+
chromogene (TMB) + H202 0%
Réactifs .

- tampon de revétement . bicarbonate de sodium 35 mM, carbonate de
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sodium 15 mM, pH 9,6

- solution mere de peptide C-91-106 Img/ml en eau distillee

- lait ecreme reconstitue

- tampon de lavage - PBS, tween-20 0,05%

- dilutions decimales de I'antiserum de lapin anti-C-91-106-0VA
dans du lait

- anticorps immunopurifiés, biotinylés d'ane anti-1gG de lapin
(B-DAR, Amersham) dilués au 1/1000 dans du lait

- péroxydase de raifort conjuguée a la streptavidine (HRP-StAv,
Zymed, South San Francisco, CA, USA) diluée au 1/1000 en tampon
de lavage

- tampon de revelation : acetate de sodium 140 mM, citrate de
sodium 100 mP, pH 6 (sofution d'acétate de sodium 60 mil gjustee
a pH 6 par addition d'acide citrigque 100 mM

- solution mére de TMB & 1% en DMSO conservée en échantillions
a-30°C

- supstrat de révelation: 3, 3', 5, 5" tetramethylbenzidine (TMB,
Fluka, Buchs, Switzerland) 0,01%, peroxyde d'hydrogene 0,012% en
tampon de révélation (Bos et coll 1981, 15)

- solution d'acide sulfurigue 2 M

Environ 200 ng de peptide C-91-106 (100 pl/puits) en tampon de
revétement sont incubés une nuit a 4°C en plaque ELISA quatre vingt seize puits
(Costar). Aprés trois lavages avec le tampon de lavage (laveur de ricroplague
Titertek 120, Flow Laboratories), les sites libres sont saturés par incubation
durant 1 h a 37°C avec 130 pl de lait écrémé. Aprés lavages, 100 pl des
dilutions décimales en lait (1/1 a2 1/107) de I'antiserum a tester sont incubés
pendant 1 ha 37°C (trois puits par essal et témoins négatifs). Aprés lavages,
100 pl de B-DAR dilué au 1/1000 en Tait sont incubés pendant 1 h a 37°C. Aprés
lavages, les puits recoivent 100 pi de HRP-5tAv diluee en tampon de lavage pour
une incubation de 15 a 30 min a 37°C Apres cing lavages ef un ringage (200 pl)
avec du tampon de revelation, 1a revélation est effectuée par addition de 100 pl
de substrat de revelation. La reaction (coloration bleue) est développeée durant 5
a 15 min a temperature ambiante puis stoppee par addition de 25 pt dH2504 2 M
L'intensité de coloration du composé jaune est évaluee par spectrophotometrie a
450 nm (lecteur de microplaques Titertek Multiskan plus MKII, Flow
Laboratories ; imprimante Epson LX-800).

Une courbe : dilutions de I'antiserurm en fonction de I'absorbance a 450 nm
permet de déterminer 1a dilution correspondant a 50% de 1'absorbance maximale
observée : 1a dilution efficace S0%, EDsQ.

2.3.2 Immunoblotting

Aprés seéparation par electrophorése, les protéines d'un échantilion
complexe sont transférées sur une membrane. Des anticorps spécifiques d'une
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des protéines reconnaissent celle-ci sur la membrane et le complexe
antigene/anticorps est mis en évidence par un systéme approprie.

2.3.2.1 Electrophorése en gel de polyacrylamide (gradient 8-25%)
en présence de SDS

Nous disposons d'un systéme d'électrophorése/coloration PhastSystem
(Pharmacia LKB Biotechnology) et les techniques utilisées sont réalisées selon
les instructions du fabricant.

Reactifs

- tampon d'échantillon: 10 mM Tris-HCI, pH 8, EDTA T mM, 2,5% SDS

- tampon réduction : tampon échantilion, B-mercapto-éthanoi 5%,
Smina 100°C oy tampon échantilion, dithiotreitol (DTT) 10 mit,
3 mina95°C puis addition d'iodoacétarnide 31 mM (concentration
finaie)

- K1t de calibration de protéines de petits polds moléculalires
(94,0 & 14,4 kDa, Pharmacta LKB Biotechnology)

Des gels avec gradient de polyacrylamide 8-25% (PhastGel Gradient 8-25,
zone de separation de 6 a 300 kDa) et des ponts de migration (SDS Buffer Strips)
préts a 'emploi sont utilisés. Les dépdts (tolérance de NaCl 0,75 M pour des
valeurs de pH 7-10), de volume variable selon les peignes utilisés (0,3 pl, douze
puits ; 1,0 pl, huit puits ; 4,0 pt, si1x puits) sont realisés automatiquement. Les
charges proteiques consetllees sont de 20-30 ng de chaque proteine/pl (< 2000
ng/pl) pour une coloration au bleu de Coomassie et de 0,3-0,5 ng de chaque
protéine/pl (< 50 ng/pl) pour une coloratifon argentique. La migration
électrophorétique d'une durée d'environ 25 min est réalisée g 250 V affichés et
a 15°C. Les protéines separées par |'etape d'électrophorése 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 a 'aide du PhastSystem selon
les indications du fabricant, sont possibles .

- par diffusion thermique
- par champ electrique

Reactifs .
- tampon de lavage . Tris 20 mM, NaCl 500 mM

- tampon de transfert ;. Tris 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 20%,
pH 8,3
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- lait écrémeé reconstitué

- antiserum de Japins ant1-C-91-106-0VA (se reporter au chapitre 2
"Obtention d'anticorps polyclonaux anti-TGF-B) dilué au 1/10
dans du lait

- anticorps immunopurifies, biotinyles d'ane ant1-1gG de 1apin
(B-DAR, Amersham) dilues au 1/400 dans du lait

- péroxydase de raifort conjuguée a la streptavidine (HRP-5tAv,
Zymed) diluée au 1/400 en tampon de lavage

- substrat de révélation (préparation extemporanée) . 10 mg de
4-chloro-1-naphtol (4C1N, Sigma) sont dissouts dans 3,3 mi de
méthanol & 4°C. Un volume de 16,7 mi de tampon de lavage
contenant 10 pl de peroxyde d'hydrogéne (H202) 30% a 4°C sont
alors ajoutés et le substrat uttlisé tout de sulte.

Le port de gants et Tutilisation d'une petite pince sont necessaires fors
de ta maniputation du gel et de 1a membrane de blotting.

Transfert par diffusion thermique

Aprés séparation électrophorétique des protéines, le gel est laissé sur 1a
platine de I'appareil. Une membrane de nitrocellulose Hybond C extra (0,45 pm, 5
%5 cm, Amersham) hydratée en eau distillée, bouillie est placée a la surface du
gel et ensuite recouverte d'une feuille (5 X 5 cm) de papier Whatman (Maidstone,
England) 3 MM Chr puis d'une plaque de verre, le tout maintenu par un poids. La
femperature est progressivement eélevee a 70°C ef maintenue pendant 30 min
Aprés réhydradation de la membrane, celle-ci est décoliée, préte a subir ia
partie detection immunologique. 11 est possible de colorer le gel pour vérifier la
qualite du transfert (rnodule de coloration automatique).

Transfert par champ electrique

Apres separation electrophoretique des proteines, le gel est decolle de
son support plastique a 'aide d'un petit appareil prevu a cet effet. Le gel fres
fragile, tenu par sa partie 25% de polyacrylamide, est équilibré dans le tampon
de transfert pendant quelgues minutes ainsi que la membrane de nitrocellulose.
Celle-ci est alors placée sur le gel reposant sur trois feuilles (5 X S ¢cm) de
papier Whatman 1 Chr imbibées de tampon de transfert, placées sur la cathode
du systeme de transfert électrique Pharmacia LKB Biotechnology. Trols autres
feuilles recouvrant 1a membrane, l'anode est mise en place. Un transfert
denviron 15 min est alors effectue a 20 V affichées a 15°C. La membrane
decollee est préfe a subir la partie detection immunologique
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2.3.2.3 Coloration des protéines

Les proteines separees par l'etape d'electrophorese sont colorees pour
analyse SDS-PAGE en tant que felle ou pour verifier la qualite du transfert dans
la méthode d'immunoblotting. 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 solution colorante 1 0, 1% Bleu de Coomassie R-250,
30% méthanol, 10% acide acétique
- B . solution décolorante . 30% méthanol, 10% acide acétique
- C: solutfon de conservation : 5% glycérol, 10% acide acétique

Coloration argentique (1a plus utilisée du fait des petites quantités de
TGF-B1 mises en jeu, environ 1 h)

Reactifs

- solution A 50% éthanol, 10% acide acétique

- solution B 10% éthanol, 5% acide acétique

- solution €. 8,3% glutardialdéhyde (préparation externporanée)

- solution D@ 0,25% nitrate d'argent (préparation extemporanée)

- solution £ 2,5% carbonate de sodium, 0,04% formaldéhyde
(preparation extemporanée)

- solution F - 5% acide acetique

- solution G- 10% acide acetique, 5% glycero]

Les solutions doivent étre préparées avec une eau de trés bonne qualité
(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 a 1'air libre ou en
étuve a température modérée. L'exploitation peut se faire directement ou apres
montage du gel sous la forme d'une diapositive et projection.

2.3.2.4 Détection immunologique

[1 s'agit comme pour la technique ELISA, d'un systéeme de détection de
I'antigéne sur phase solide & trois composantes (voir technique précédemment
décrite au chapitre 2.3.1 "ELISA"),

Toutes les étapes sont réalisées a température ambiante. La membrane
est placée dans la solution saturante (lait) durant une heure pour bloquer les
sites libres Aprés un ringage en eau distiliée et deux lavages en tampon de
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lavage pendant 15 min, la membrane est incubée pendant 1 h avec l'anticorps
primaire (antiserum anti-C-91-106-0VA). Apres ringage et lavages, le second
anticorps (B-DAR) est incube pendant 1 h, comme precedemment.

Apres ringage et lavages, la membrane est incubee pendant 30 min avec e
systeme enzymatique de révélation (HRP-STAV). Aprés une derniére procedure de
ringage et lavages, un temps de contact denviron 10 min avec le substrat
permet de révéler les protéines TGF-B reconnues par l'anticorps primaire. La
réaction est stoppée par rincage de la membrane dans I'eau distillée. Aprés
séchage entre deux feuilles de papier filtre, 1a membrane doit étre conserveée a
'abri de 1a lumiére car sinon, 1a coloration disparait trés vite.

[l est anoter que 1a spécificité des antisérums et 1a sensibilité de 1a technique
ont été évaluées par utilisation de TGF-B1 du commerce (R & D Systems). Les
tests de blocage ont eté réalisés par incubation de 1a dilution de l'antiserum au
1710 dans le 1ait avec un excés de 100 pg/ml de peptide ou 10 pg/m! de TGF-B1
pendant 1 h a température ambiante et une nuit a 4°C.

2.4 Purification des anticorps
2.4.1 Précipitation au suifate d'ammonium

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

2.4.2 Chromatographie FPLC d'échange d'anions
Reactils .
- solution A tampon phosphate de sodium/potassium 0,16 M, pH 6,5

- solution B : tampon phosphate de sodium/potassium 0,30 M, pH 6,5

Il s'agit d'une methode de separation grossiere d'une fraction serigue
contenant les IgG et les IgA d'une autre fraction contenant les IgM (Sampson et
coll, 1984, 62) par systeme FPLC sur colonne Mono Q@ HR 3/5 (0,5 X 5 ¢m,
Pharmacia LKB Biotechnology). Le serum est dilué au 1/5 avec 1a solution A et la
préparation (0,5 ml) injectée (611 cm/h, 120 mi/h) aprés filtration 0,45 pm
(filtre HPLC Millex, Millipore) sur la colonne équilibrée en cette méme solution,
La fraction de lavage est collectée car contenant les IgG et IgA. Les IgM sont
éluées par gradient 0 a 100% de solution B en 2 min,

2.4.3 Chromatographie d'affinité sur protéine A-Sepharose
Reactifs:

- solution d'élution ; acide acétigue 0,1 M, NaCl1 0,15 M
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- solution de Tris 4 M

[T sagit d'une methode de purification specifique des IgG a partir du
serum de fapin (Goding 1978, 497) Le gel (Protein A-Sepharose, Pharmacia LKB
Biotechnology) est mis a gonfler et lavé plusieurs fois en tampon PBS avant
d'étre coulé en colonne (C 10/10 Pharmacia LKB Biotechnology, 1 X 5,5 ¢m). Le
serum est injecté (12,7 cm/h, 10 ml/n) sur la colonne équilibrée en PBS. Aprés
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 concentration en I[g6 est evaluée par
spectrophotomeétrie a 280 nm (A1% 1oy = 14)

2.4.4 Chromatographie d'immuno-affinité

Les anticorps spécifiques sont purifiés par immuno-affinité sur le
peptide conjugue a la BSA (C-91-106-BSA) immobilisé sur Sepharose CL-4B
(Pharmacia LKB Biotechnology).

2.4.4.1 Préparation de I'immuno-adsorbant
Réactifs .

- tampon de couplage . bicarbonate de sodium 0,1 M, NaCl 0,5 M,
pH 8,5

- solutfon aqueuse de bromure de cyanogéne 10% (préparation
extemporanee)

= aojution de NaOH 10N

- solution d'ethanolamine | M, pH 8

- solution d'elution : thiocyanate de sodium 3 M en tampon acétate de
sodium 0,1 M, pH S

Le conjugué peptide-BSA est immobilisé sur Sepharose CL-4B activé au
bromure de cyanogéne selon la méthode de Cuatrecasas et coll. 1968, 37).

Toute la partie activation du support est réalisée sous hotte aspirante. Le
gel Sepharose CL-4B prét a I'emploi, est lave plusieurs fois par suspension en
eau distiliee et essorage sur verre fritte. Un volume de solution de bromure de
cyanogéne a 10% (préparée extemporanément par dissolution en eau distillee
sous agitation vigoureuse) est ajouté a un volume de Sepharose CL-4B dans un
bécher placé dans un bain de glace (réaction d'activation exothermique). Le pH
(mesure directe, électrode au KCI1) est maintenu a une valeur de 11 par addition
continue de soude 10 N jusqu'a stabilisation du pH. Le gel est alors lavé
plusieurs fois avec de l'eau distillée et avec le tampon de couplage a 4°C Le
support activé (fonctions ester de cyanate instables a pH basique) est utilise
immediatement

Un volume de conjugué C-91-106-BSA (dilué en tampon de couplage
basique, 926 pg/mi) est ajouté a un volume de gel activé et laissé une nuit a 4°C
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sous agitation douce (les groupements amine primaire des acides aminés
forment des l1aisons covalentes avec les fonctions ester de cyanate) Apres
tro1s lavages avec du tampon de couplage pour eltminer le conjugue non fixe, les
sites actifrs hibres sont satures par incubation durant 2 h avec un volume de 13
solution d'eéthanolamine a température ambiante. Apres trois lavages pendant 15
min avec la solution d'éiution pour élirniner les interactions protéine/protéine
et plusieurs lavages avec du tampon PBS, le gel est prét a utilisation ou peut
étre conservé eni présence d'azide de sodium 0,02% a 4°C.

[T est & noter que l'efficacité et le taux de couplage sont évalués par
mesure de [a concentration proteique par spectrophotometrie a 280 nm dans les
effiuents de couplage tavant 'etape de saturation) comparee a la solution de
conjugue pephide-BSA mise en jeu

2.4.4.2 Immunopurification des anticorps

La purification est suivie par systéme de détection a 280 nm et collecte
de la totalité des pics effluents. La colonne (IBF 11A, IBF-Biotechnics,
Villeneuve la Garenne, France, 0,9 ¥ 7 cm) subit un cycle de lavage PBS puis
solution d'elution et equilibrage en PBS avant chaque ufihisation Le serum est
directement Injecte sur fa colonne a un depit de 15,7 cm/h (10 mi/h) ef 13
colonne abondamment lavée avec le tampon PBS. Apres élution avec la solution
d'élution, les anticorps sont dialysés une nuit a 4°C contre du tampon PBS.

2.5 Inhibition des propriétés du TGF-B1 /n vitro par
les antiserums et les anticorps purifiés

[V g'agit ici d'une réaction antigéne/anticorps en phase liquide. Celle-ci
ect realisee par incubation de la dilution dantiserum f(ou les anticorps
immunopurifies, se referer au chapitre 2 4 "Purification des anticorps’) aver les
tifferentes concentrations de TGF-B1 ( R & D Systems) durant | h a temperature
amiante pis une nuit @ 4°C Un controle negatif est toujours realise dans les
memes conditions sans TGF-B1 Une gamme tres large de dilutions des
antiserums (1710 a 1/10000) ou de concentration des anticorps (0,1 a 100
Rg/ml) a ete testee.

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 NRK-49F en agar semi-solide”, concentration de TGF-B1
utitisée . 2 ng/mi, 80 pM)
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2.5.2 Fixation de TGF-B1 radiomarqué au récepteur cellulaire

(voir technigue précédemment décrite au chapitre 1.4 "Fixation
compétitive de TGF-B1 radiomarqué au récepteur cellulaire”, concentration de
TGF-B1 radiomarqué utilisée : 2,5 ng/ml, 100 pM)

2.5.3 Inhibition de I'incorporation de thymidine tritiée par
les cellules CCL 64

tvoir technigue precedemment décrite au chapitre 15 “inhibition de
'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64", concentration de
TGF-B1 utilisee : 0,25 ng/mi, 10 pih

2.6 Utilisation des antisérums en immuno-électrodiffusion

L'immuno-électrodiffusion est une technigue de dosage immunologique
d'un antigéne qui, durant une séparation électrophorétique dans un gel d'agarose
contenant des anticorps specifiques de cet antigéne, conduit a la formation d'un
precipite antigene/anticorps de forme allongée : une fusee ascendante La
possibilite de doser I'antigene TGF-B1 par cette methode specifique et rapide a
ete etudiee Une methode "classique” a tout d'abord etée realisee puls une
microfechique a éte developpée selon les instructions du fabricant par
utilisation du PhastSystem (Pharmacia LKB Biotechnology).

Reactifs .

- tampon stock S¥ : barbital 122 mM, Tris 366 mM, lactate de

calcium 2 mM, azide de sodium 12 mM

- sotution d'agarose HSB (Litex, Glostrup, Denmark) 2% en eau

distillee

- splution de décoloration . eau distillée - acide acétique - méthanol

(6/1/3)

- 50lution colorante : bleu de Coomassie R-250 0,1% en solution de

décoloration

- extraits plaquettaires neutres (méthode neutre) dont 1a

concentration saline a éte ajustée a 1 X par addition de PBS 10 X

- des échantillons de TGF-B 1 purifiés (LLC humain d'origine

plaquettaire) et recombinants (SLC) généreusement fournis par
Monsieur le Docteur K. Miyazono (LICR, Uppsala, Suede)

Methode "classique”
La solution d'agarose est portée a ébullition, sous agitation puis

maintenue au bain marie a 36°C. Une plaque de verre 10 X 12,5 c¢m en est
badigeonnée de quelques gouttes étalées raptdement et 1a plaque est séchée et
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maintenue 3 100°C. Une préparation de 3 ml de tampon stock SX, 0,75 ml d'eau
distillee maintenue a 56°C est mélangee & 7,5 ml dagarose et 3,75 m]
dantiserum Le tfout est rapidement coule sur la plaque de verre. Apres
sobidification pendant 30 min a 4°C en chambre humide, des puits de 4 mm de
diametre sont percés a l'emporte-piece (1,5 cm du bord cathodique). Les
echantilions (5 pl) a tester sont rapidement deéposés et une migration
electrophorétique (250 V affichés - 20 V/cm -, systeme délectrophorése
Multiphor , Pharmacia LKB Biotechnology) dune durée de 2 h a 15°C est
effectuée aprés mise en place de ponts (papiers Whatman 3 MM Chr) dans le
tampon d'électrophorése (tampon stock 2,5 X). La plagque est alors lavée une nuit
a température ambiante dans du PBS et 1 h en eau distillée, Séchée (recouverte
d'une feuille de paprer Whatman | Chr imbibée d'eau distiliée), 1a plaque est
coloree pendant 15 min. Apres plusieurs bains de decoloration, la plaque est a
nouveau sechee

Micromethode

Les conditions de réalisations sont similaires a 1a méthode "classique”. Le
support est un film plastique (4,3 X 5 ¢cm, Gelbond Pharmacia LKB Biotechnology)
colle par une goutte d'eau (face inférieure hydrophobe) sur une plaque de verre
ef le volume de gel util1sé est de 2 mi. Apres sohdification en chambre humide
el 5 omin a 4°C, 1es puyits (2,5 mm) sont creuyses ef fes echantillions (1 pl)
deposes Le gel est alors place sur 1a platine de l'apparz2il et les ponts
tconstitues d'agarose [EF Pharmacia LKB Biotechnology, 2% en tampon stock SX
coulés dans une matrice standard) sont mis en place. La migration
electrophiorétique (100 V affichés - 20 V/cm - & 15°C) dure environ 1 h. Trois
feuilles de papier Whatman 1 Chr imbibées de serum physiologique sont placées
sur e gel (sur une plague de verre), Deux tissus éponge $ecs sont eux-mémes
deposés sur les papiers, le tout étant maintenu par une autre plague de verre
avec un poids d'environ 1 kg pendant 1-2 h. La méme operation est realisee avec
de I'eau distillee pendant 15-30 min. Le gel seche est place dans le module de
coloration automatique

Aprés séchage, le gel peut étre interprété directement ou par projection
aprés montage en diapositive.

Dans le but de diminuer le bruit de fond observé dans ces essails,
differentes methodes d'enrichissement et de purification des anticorps ont été
utilisees (voir chapitre 2.4 "Purification des anticorps”). La proportion
d'anticorps plus ou moins purifiés est respectée en référence a la dilution
resultante.
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2.7 Utilisation des anticorps immunopurifiés en immunohisto-
et -cytochimie

Les anticorps obtenus par immunisation avec un peptide synthetique en
place de la proteine native sont les réactifs de choix pour une étude
rmmunohistochimique. Pour compléter la caracterisation des anticorps anti-C-
91-106-0VA, ceux-ci ont été utilisés au Centre anti-cancéreux Alexis Vautrin
de Nancy-Brabois (50us 1a direction de Monsieur le Docteur M. Parache, Chef du
service d'anatomie pathologique) pour une étude iImmunohisto- ou -cytochimique
sur divers £1ssus normaux ou pathologiques et sur des frottis frais de moelle
035euse, humae, aimablement fournts par Monsieur le Docteur J P Aymar et
avec les consells de Monsieur le Docteur J © Humbert du CRTS de Nancy-
Brabois.

Réactifs

- acétone - méthanol (1/1)

- formol neutre tamponne : formol 40% - hydrogenophosphate de
sodium 46 mM, dihydrogenophosphate de sodium 29 mM, pH 7,0
(1/9

- solution de péroxyde d'hydrogéne 3% (Immunostaining kit Histogen,
Biogenex Laboratories, San Ramon, CA, USA)

- lait écrémé reconstitué

- anticorps de lapin anti-C-91-106-0VA immunopurifiés (4 pg/mi
dans du lait)

- 1gG de lapin, purifiées sur protéine A-Sepharose (2 partir
de serum pré-immun, 4 pg/mi dans du lait)

- anticorps immunopurifiés, biotinylés d'ane anti-1gG de lapin
(B-DAR, Amersham) dilués au 17200 dans du 1ait

- peroxydase de raifort conjuguee a 1a streptavidine (HRP-StAvy,
Zymed) diluee au 1/500 en tampon PBS

- supstrat de revelation: J-amino-9-ethyicarbazole (AEC,
Immunostaining kit)

Les pieces 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 pm d'épaisseur sont collées sur des lames en verre par incubation
pendant une nuit @ S6°C. Les coupes sont alors déparaffinées dans le toluéne,
progressivement réhydratées dans 'ethanol puls laissées en tampon PBS. Les
peroxidases endogénes sont bloquees par incubation pendant 10 min avec
quelques gouttes de peroxyde d'hydrogéne 3% Aprés ringage en tampon PBS, les
coupes sont incubees une nuit a 4°C avec les anticorps immunopurifiés anti-C-
91-106-0VA 4 pg/ml (lait). 11 est a noter que, systématiquement, une lame
temoin negatif ne subit pas cette premiére incubation. Aprés lavage en tampon
PBS, une incubation pendant 1 h a température ambiante avec le second
anticorps (B-DAR dilué au 1/200 dans du lait) est réalisée. Les coupes sont
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alors fncubées pendant 1 h a température ambiante avec le sytéme enzymatique
de revelation (HRP-StAv dilué au 1/500 en tampon PBS) apres lavage. Apres un
dernier lavage, 1a revelation est effectuee par incubation pendant environ 30
min avec le substrat de revejation Viennent ensuite la contre coforation a
I'hématoxviine et le montage des lames.

Ui térnown négatit a été réalisé ponctuellement en utilisant des lgG de
lapin (purifiées par chromatographie d'affinité sur protéine A Sepharose, serum
pré-immun) en place des anticorps primaires anti-C-91-106-0VA,

Un test de blocage des anticorps immunopurifies ant1-C-91-106-0VA par
le peptide C-91-106 (100 pg/ml) et par te TGF-B1 natif (R & D Systems, 10
pg/mi) a egalement eté realisé (selon les conditions précédemment decrites au
chapitre 2.3 2.4 "Détection immunologique”) sur des coupes d'un tissu ayant deja
demontre un immunomarquage positif (prostate).

Pour ce qui concerne les lames de moelle osseuse, des frottis frais sont
fixés et conserves dans un melange acétone/méthanol a température ambiante.
Les péroxidases endogénes sont bloquées par incubation pendant 13 min a
température ambiante dans une solution (préparée extemporanément) de
peroxyde d'hydrogene 0,6% en méthanol 80%. Aprés lavage en tampon PBS, les
froftis sont mncubes pendant 1 h a tempeérature ambiante dans du lait pour
bloquer l1es sites lLibres. Apres ringage en tampon PBS, les operafions de
detection immunologique, decrites c1-dessus, sont alors accomplies

Un test immunocytochimique a également été réalise sur des frottis
plaguettaires (Concentrés plaguettalres, humainsg, périmeés) fixés dans l'acétone
a -20°C pendant 10 min. Puis, aprés un séchage rapide, les lames sont
conservées a -20°C jusqu'a leur utilisation aprés un lavage en tampon PBS,

Une etude particuliére sur des cellules muscitlaires 1isses a ete effectuee
par immunocytochimie et immunoblotting

Les cellules musculaires lisses, trachéales, humaines (isolées par la
rméthode des explants, passage 1), aimablement fournies par Madame le Docteur
N. Martinet (INSERM U14) ont été cultivées en mileu DMEM additionné de SVF
10%.

Des lames de verre ont été dégraissées par sonication, a deux reprises, en
acetone puis méthanol. Aprés lavage en eau distillée et stérilisation par chaleur
seche a 160°C pendant 2 h, les lames ont ete revétues par incubation a 4°C
pendant 2 h dans un melange de fibronectine bovine (Sigma) 10 pg/ml, collagene
type | de rat (Gibco) 10 pg/ml, BSA (fraction V, Sigma) 0,1 pg/ml en tampon
PBS. Des cellules musculaires lisses (passage 1) ont été cultivees sur ce
support ainsi quen bolte 75 cmZ (passage 2) pour préparer un milieu
conditionné.

Les cultures sur lame (non confluentes), soigneusement rincées avec du
mileu DMEM seul, ont été fixées pendant une nuit a température ambiante en
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formol neutre tamponné. 11 est a noter qu'une lame a été colorée par 1a méthode
de Papanicolaou (pour etude morphologique). Apres lavage en tampon PBS, les
lames subissent fes operations de detection immunologique decrites c1-dessus

Apres trois lavages dune culture confluente en hoite 75 cm< avec le
milieu DMEM seul, e miteu conditionné a ete prepare par incubation durant 24 h
avec un demi-volume (12,5 ml pour une boite de 75 cm<) de milieu DMEM seul
Apres centrifugation a 3200 g pendant 15 min a 4°C, le surnageant a ete
concentre deux cent fois par ultrafiltration (systeme Millipore, membrane 2
seuil de coupure 10 kDa.

Apres collecte des cellules de cette culture a l'aide d'un "rubber
policeman” (Costar), un extrait cellulaire (100 pl) a été préparé par sonication
(Soniprep 150, OSI, Paris, France) pendant 10 secondes a 4°C (amplitude de 10
).

Une analyse par immunoblotting (SDS-PAGE avec gradient 8-25%) du
miileu conditionné et de Vextrait cellulaire (non activés et activés) a été
réalisee.

3 Purification du TGF-B1 humain d'origine plaquettaire

Compte tenu de I'extréme hydrophobicité et de 'adhérence du TGF-f 2
une grande variete de materiaux, il est préeferable de manipuler 1es préparations
de ce facteur de croissance dans des récipients plastiques (le polypropyléne
est le plastique de choix, Wakefield 1987, 191) ou en verre siliconé L=
verrerie utilisee est traitée avec du Rhodorsil (Prolabo), émulsion silicone E
70001 a 1% en eau distillée pendant 20 min, a température ambiante. Aprés un
egouttage soigneux, i1 est procédé a une cuisson a 210°C (chaleur séche) pendant
Th30. L'addition a I'échantillon de BSA 1 mg/ml est souhaitable,

3.1 La source de TGF-B!

Les concentres standards de plaquettes humaines (un concentre provenant
d'une unite standard de sang prelevee sur 67,5 ml de solution anticoagulante
(ACD, acide citrique/citrate de sodium/dextrose) - Environ 50 mi de plasma pH
6,8 contenant environ 5.1010 plaguettes) sont collectés le jour méme de leur
peremption (cinquieme jour aprés preparation, conservation sous agitation
horizontale a température ambiante) au Centre Régional de Transfusion Sanguine
de Nancy-Brabois,

fons anipulation : 11 est souhaitable de manipuler les dérives
sanguins avec port d'une blouse et de gants de protection et de desinfecter les
objets en contact avec les solutions antiseptiques adequates. La protection des
yeux n'est pas superfiue notamment lors de I'ouverture des poches plastiques
des concentrés plaquettaires. Les plaguettes sont adhérentes au verre et donc
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activables sur cette surface. Il est donc nécessaire de manipuler les
preparations plaquettaires dans des recipients plastiques ou en verre traite.

Compte tenu des conditions de preparation et de conservation des
concentres plaguetfaires, un dosage de la p-rromboglobuline (B-TG), marqueur
de l'activation plaquettaire (secretion), a ete realise poncrueflement, a laide
dun kit RIA {Amersham), au CR.T.S. de Nancy-Brabois.

Aprés centrifugation (centrifugeuse GR.11, Jouan, Saint Herblain, France)
dans des pots en plastique a 3200 g pendant 30 min et a 20°C, le plasma est
elimine le plus soigneusement possible. Le culot plaquettaire est recueilli :

- directement, a I'aide d'une spatule
- apres homogeneisation avec une solution de lyse

Cette étape dépend de T'utilisation future des plaquettes. Les preparations sont
conservées a -30°C dans des récipients en plastique jusqu'a 1'obtention d'un
nombre suffisant a la réalisation d'uné purification.

3.2 Purification du TGF-B1 selon 1a méthode d'Assoian

Cette methode decrite par Assoran et coll. (1983, 6 ; Assolan 1987, 7)
concerne la purification de TGF-B! plaquettaire humain par extraction a
'ethanol acide de culots plaquettaires lavés, précipitation a I'éthanol/éther ot
deux etapes de fiitration sur gel

3.2.1 Lyse-extraction
Réactifs .
- solution anti-coagulante ACD (formule A) . acide citrique 38 mM,
glucose 2,2%, citrate de sodium 88 mM

- tampon Tris-HCI/citrate : neuf volumes de tampon Tris-HCI 17
mM, pH 7,5, glucose 0,1% et un volume de solution anti-coagulante

ACD
- éthanol acide ; éthanol 93%, HCI 235 mM, PMSF 1 mM, pepstatine
S pg/mi

Le culot plaguettaire centrifugé est lavé a deux reprises par resuspension
en tampon Tris-HCl/citrate (Antoniades et coll. 1979, 2), 20 m! par concentré.
Un volume de 4 ml d'éthanol acide (Roberts et coll. 1980, 144) par concentré
plaquettaire est alors ajouté au culot lave, centrifugé. Aprés homogénéisation
de 1a préparation 2 l'aide d'un homogéneiseur (Ultra Turrax, Janke & Kunkel,
Staufen, Deutschland), le volume d'extrait est ajusté a 6 mi/concentré avec de
'eau distiliée (ED) et laissée une nuit a 4°C. Aprés centrifugation
(centrifugeuse J 2-21, rotors JA 14 et JA 17, Beckman,) a 11000 ¢ durant 15
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min @ 4°C, le pH du surnageant est ajusté a une valeur de 3, & l'aide
d'ammoniaque concentré.

Apres precipitation par addition a la preparation de 2 volumes d'ethanol
95% et de 4 volumes d'oxyde de diethyl (ether) froid (une nuit a 4°C), le
précipité est collecté par centrifugation a 30000 g pendant | h et a 4°C. Un
volume de 0,5 il d'acide acetigue 1 M/concentré est utilisé pour reprendre le
précipité. Aprés dialyse (Spectra/POR 3 (3500 Da), Spectrum Medical Industries,
Los Angeles, CA, USA) contre une solution d'acide acétique M et centrifugation 2
30000 g pendant 30 min et a 4°C, I'échantillon contenant 8% de saccharose est
prét a subir 1a premiere filtration sur gel,

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

Cette premiére étape est réalisée sur un support polyacrylamide Biogel P-
60 (coarse, 50-100 mesh, Biorad, Richmond, CA, USA).

Le support (14 ml de gel pour 1 ¢ de support) est mis a gonfler dans une
solution d'acide acétique 1 M dégazée. Aprés deux lavages et dégazage soigneux,
la colonne (K 50/100, Pharmacia LKB Biotechnology) est coulée puis placee 3
4°C, en armoire frigorifique Un lavage consequent et le conditionnement du gel
sont alors realises par application (pompe Mimpuls 1, Gilson, Vitliers le Bel,
France) du débit de travail | cm/sh (20 mi/Zh).

La colonne (5 X 83,5 ¢cm) est calibrée par application d'un échantillon (2
mi) contenant 1 mg/ml d'un mélange de protéines (Sigma) BSA fraction V (68
kDa), chymotrypsinogéne A (27 kDa), cytochrome C (12,5 kDa) et insuline (6 kDa)
en acide acétique 1 M contenant 8% de saccharose. La detection des protéines
est realisee par suivi de l'absorbance a 280 nm (Détecteur 2 voies -
enregistreur Pharmacia LKB Biotechnology).

L'echantillon est injectée sur l1a colonne dans les mémes conditions. Des
fractions de S mil sont collectées (cotlecteur MTDC Gilson) en tubes plastigues

P

(polypropylene) ou verre siliconé.
3.2.3.Filtration sur gel 2 (Biogel P-60 fine)

Réactif : acide acétique 1 M - uréee 8 M Une solution d'urée 8 M est
realisee en acide acétique ™M puis, la concentration en acide acetique est
reajustee en ajoutant de I'acide acétique glacial. Le maintien de l'uree en milieu
acide permet d'éviter la carbamylation des protéines durant 1a filtration sur gel
preparative, Un dégazage soigneux de Ta solution est important.

Cette seconde étape est réalisée sur Blogel P-60 (fine, 100-200 mesh,
Biorad).

Le support est mis a gonfler dans une solution d'acide acetique M. Apres
trois lavages dans la solution acide acétique 1 M - urée 8 M et dégazage
soigneux, 1a colonne (C 16/100, Pharmacia LKB Biotechnology) est coulée. Un
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lavage conséquent et e conditionnement de 1a colonne sont réalisés au débit de
travail de 1,5 cm/h (3ml/h)

La colonne €16 X 80 cm) est cahibree par apphication d'un echantilion (2
mii dun melange de protéines ¢ 1 mg/mi en solufion acide acetigue 1M - uree 8
I1 contenant 8% de saccharose) constitué de BSA, chymotrypsinogéne A,
cytochrome C et insuling dont e poids moléculaire est de 3 kDa en raison de la
présence d'urée.

Les fractions "actives” de la premiere étape de filtration sur gel sont
congelées & -70°C, lyophilisées (lyophilisateur de paillasse RP 2V CIRP,
Argenteurl, France). Apres reconstitution dans un petit volume de solution acide
acetique 1 M - uree 8 M - saccharose 8%, l'echantilion est applique sur cette
seconde colonne dans les meémes conditions Des fractions de 0.5 ml sont
collectees.

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

Cette troisiéme etape chromatographique est réalisée sur une colonne
systéme FPLC, préte a I'emplol, dite en phase nversée C8/C1 ProRPC HR S/10
(0,5% 10 cm)

Reactifs .

- solution AL eau bidistillée (ED2) - acide trifluoroacétique (TFA)
0,1%
- solution B acétonitrile - TFA Q1%

Les fractions "actives” reunies (seconde étape de filtration sur gel) sont
dralysees contre une solution dacide acétique 1 M puis congelees et
lyophilisées La preparation est reconstituée avec un petit volume dacétonitriie
25% - TFA O,1% pwns filtree sur membrane 0,45 pm avant T'injection sur la
colonne equilibree en acetonitrile 25% - TFA O, 1%

La colonne (0,5 X 10 c¢m) subit une préparation consistant en un lavage
avec 10 ml de solution B puis un gradient linéaire 100% a 0% de solution B en 60
min et enfin, 10 mi de solfution A (le débit étant de 92 cm/h, 18 mi/h).

La chromatographie préparative est alors réalisée en développant aprés
fnjection et lavage (débit 92 cm/h ou 18 ml/h), un gradient de 25 a 50%
d'acetonitrile - TFA 0,1% en 30 min. La détection des protéines est réalisée par
suivi de T'absorbance a 280 nm. Des fractions de 0,5 ml sont collectées
(systeme de detection 2238 Uvicord SIE - enregistreur, collecteur FRAC-100
Pharmacia LKB Biotechnology).
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3.3 Purification du TGF-B1 selon 1a méthode de Cone

Cette meéthode décrite par Cone et coll. (1988, 36) concerne la
purification de TGF-B! humain d'origine plaquettaire par extraction a 1I'éthanol
acide de culots plaquettaires non lavés et deux étapes chromatographiques HPLC
d'echange de cations et en phase inversee Dans notre cas, les étapes
chromatographiques onf ete adaptees a une chromatographie d'echange de
cations basse pression et une chromatographie en phase inversée FPLC

3.3.1 Lyse-extraction
Réactifs : éthanol acide : éthanol 70% - HC1 0,05 N

Quatre volumes d'ethancl acide sont ajoutés au culot plaquettaire La
suspension est agitee vigoureusement et Jaissee une nuit a 4°C Apres
centrifugation a 30000 g pendant 1 h a 4°C, le surnageant est ajusté a pH 5,5
par addition de NaOH 1 N. L'éthanol est éliminé par évaporation rotative a 40°C
(BUchi HB 240, Flawil, Switzerland). L'extrait est alors centrifugé a 30000 g
pendant 1 h & 4°C. Aprés une dialyse contre le tampon d'équilibrage de la colonne
chromatographique d'échange de cations, une nouvelle centrifugation clarifie la

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

Cette premiére étape chromatographigue est réalisée sur un support
échangeur de cations fort, hydrophile . COOH-Spherodex LS (IBF-Biotechnics)

Réactifs:

- tampon d'équilibrage : acetate de sodium 0,025 M, pH 5,5

- solution de régéneration NaCl : NaCl 1 M

- solution de regéneration HCl1 : HC1 0,1 N

- solution de régéneration AIAC : acide acétigue 0,5 M - éthanol 60%

La colonne (5 X 15 cm) est coulee et conservée en solution de regéneration
ATAC.

L'injection de I'extrait et le ringage de la colonne équilibrée en tampon
d'equilibrage sont réalisés a un débit de 10 cm/h (200 mi/h) alors que pour 1a
procédure de régénération (NaCl puis HCI et enfin AlAc), 11 s'agit de 20 cm/h
(400 mi/h). Les fractions sont collectées sous forme de la totalité des pics
chromatographiques effluents.

Le pic de régénération ATAC est soumis a une évaporation rotative a 40°C
pour éliminer la forte proportion d'éthanol puis, aprés une centrifugation
clarifiante a 30000 g pendant 1 h a 4°C, congélation, lyophilisation,
reconstitution avec un petit volume d'acétonotrile 25% - TFA 0,1% et filtration
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0,45 um, I'échantillon est prét a subir Ta seconde étape chromatographique de
phase inversée

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

Les condiftons de realisation sont identiques a celles precedement
decrites au chapitre 3.2.4 "Chrormatographie en phase inversée”.

3.4 Purification du TGF-p1 selon 1a 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-Bt humain d'origine plaguettaire) dans les laboratoires de Ludwig
Institute for Cancer Research (LICR, Uppsala, Suéde) sous la direction de
Monsieur le Professeur CH. Heldin,

3.4.1 Lyse-extraction

i1 sagit  dune  lyse-extraction & pH  neutre  par  choc
osmotigue/congélations-décongélations (Heldin et coll. 1987, 73)

Réactifs .

- solution de lyse - eau distillae contenant PMSF 1 mM, benzamidine
20 mM, acide e-aminocaproique 100 mM, aprotinine 1% V/V,
pH neutre (NaOH ou HCT O, 1 NJ

- tarnpon phosphate de sodium 1 ™M, pH 7,4

Les culots plaquettaires congelés sont placés dans la solution de lyse (4
ml par concentré, pH neutre) et cing cycles de congélation (-
30°C)/décongélation (10°C) sont alors effectués. Aprés addition de tampon
phosphate I M jusqu'a une molarite de 10 mM, 1a préparation est centrifugée a
30000 g pendant 1 h a 4°C. L'extrait neutre est alors prét a subir les autres
etapes de purification |1 est a noter gu'a partir de cette extraction, toutes les
opérations suivantes, mise a part la chromatographie en phase inversée, sont
effectuées @ 4°C pour diminuer les pertes dactivité par proteolyse,
développement microbien et dénaturation.

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

Cette premiere etape chromatographique est realisée dans les conditions
precedemment decrites (au chapitre 332 “Chromatographie d'échange de
cations) mis a part que le tampon d'équilibrage est un tampon phosphate de
sodium 10 mM, pH 7,4 et que 1a colonne est maintenue a 4°C, en armoire
frigorifigue. Le pic d'injection-lavage est injecté directement sur 1a seconde
colonne chromatographique.
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3.4.3 Chromatographie d'échange d'anions (Q Sepharose FF)

Reactifs

= tampon d'équitibrage . phosphate de sodiurm 10 mi, pH 7,4
- tampon d'élution 1 tampon d'éguilibrage, NaCl 200 m

- tampon d'élution 2 . tampon d'équilibrage, NaCl 500 mM

- tampon d'élution 3 : tampon d'équilibrage, NaCl 1000 mM
- solution de régenération: NaCl 1000 mM, NaOH 100 mM

Cette seconde etape chromatographique est realisee sur un support
echangeur d'anions fort : Q Sepharose Fast Flow (Pharmacia LKB Biotechnologyi
Le gel prét a T'emploi, est lavé plusieurs fois dans le tampon d'équilibrage
dégazé. La colonne (C 26/40, Pharmacia LKB Biotechnology) est coulée (2,6 X
7,9) et conditionnée par lavage avec ce tampon d'équilibrage a 19 cm/h (100
ml1/h). L'injection de V'échantilion, le Tavage et les élutions sont effectuées (4
4°C) a ce méme débit. La fraction d'elution 2 (NaCl SO0 mM) correspondant & 12
fraction L-TGF-B1 est soumise & une précipitation au sulfate d'ammonium.

3.4.4 Précipitation au sulfate d’ammonium et activation
Reactifs

- solution de sulfate d'ammonium saturée, pH 7,4
- acide acétique 1 M

La fraction d'élutton 2 (NaCl 500 mM) est lentement amenée & 35% de
saturation en sulfate d'ammonium. Apres 1 h sous agitation douce et repos une
nuit a 4°C, 1a preparation est centrifugee a 3800 g pendant 15 mina 4°C

Le culot est resuspendu dans un petit volume de PBS et dialyse confre une
solution d'acide acétique 1 M pendant une nuit @ 4°C. Aprés centrifugation a
30000 g pendant 15 min a 4°C, 1a fraction activée est congelée, lyophilisée et
reconstituée dans un petit volume d'acide acétique 1| M. Aprés addition de
saccharose fusqu'a 8%, 1a filtration sur gel peut alors avoir Heu,

3.4.5 Filtration sur gel (Biogel P-60 fine)

La préparation de cette étape est similaire a la filtration sur gel 1 de la
methode d'Assoian (décrite au chapitre 3.2.2 "Filtration sur gel 17). La filtration
sur gel (Biogel P-60 fine) est réalisée (aprés calibrage) a 4°C, 5 cm/h (10
ml/h), en acide acétique 1 M (colonne 83 X 1,6 cm). Des fractions d'un volume de
I ml sont collectées . Les fractions "actives”, réunies sont congelées,
lyophilisées et reconstituées dans un petit volume de solution A de
chromatographie en phase inversée, filtrées 0,45 pm avant injection sur 1a
colonne,
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3.4.6 Chromatographie en phase inversée (ProRPC HR 5/10)
Reactifs

- solution A kDY - TFA G, 1%
- solution B : t-propanol - TFA 0,1%

Aprés injection de I'échantillon sur la colonne équilibrée en solution A et
lavage soigneux (306 cm/h, 60 mi/h), un gradient de 0 & 60% de 1-propanol en
TFA 0,1% est développé en 70 min. L'absorbance est suivie a 280 nm et des
fractions de 1 ml sont collectees. Une analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec
coloration argentique est alors realisée.

3.4.7 Filtration sur gel HPLC LiChrospher Si DIOL

La phase DIOL posséde de nombreuses propriétés (adsorption ionhique,
phase inversée ..) et peut étre utilisée en filtration sur gel (Lichrospher Si 100
DIOL, 5 um, Merck, domaine de fractionnement de protéines natives en phase
agueuse : 3-300 kDa). Le solvent est une solution dacide acétique 1 ™M La
colonne 0,4 ¥ 25 cm) est montée sur un systéme FPLC (Pharmacia LKB
Biotechnology), le déehit est de 48 cm/h (6 m1/h) et les echantillons injectes ont
un volume de 25 pl Une analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique est alors realisee.

3.4.8 Chromatographie HPLC en phase inversée narrow-bore C4

Cette analyse a eteé réalisée au Ludwig Institute for Cancer Research
(Uppsala, Suéde), sous la direction de Monsieur le Docteur U. Hellman, lors d'un
second séjour pré-doctoral.

Le systéme HPLC est composeé

- d'une pompe modifiée Beckman systeme GOLD programmable
solvent module 126

- d'un four a colonne, régulateur de température Pharmacia LKB
Biotechnology 2155 HPLC column oven

- d'une colonne Aguapore butyl BU-300, 7 um, 300 A, cartouche
0,21 X 3 ¢m) Brownlee Lab (Santa Clara, CA, USA)

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

- d'un ordinateur NEC PC-8201 A

Reactifs

- solution A EDo - TFA 0,15%
- solution B ED» 10% - TFA 0,1% - 1-propanol 30%
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La colonne est maintenue a une température de 45°C et subit un protocole
de lavage identique au gradient hineaire d'etution de 0 a 40% de 1-propanol en 40
min Le debit est de {73 cm/h (6 mi/h) et la detection est realisee
simultanement a 215 et 280 nm Apres injection et lavage avec la solution A, le
gradient est développe avec collecte de la totalité des pics effluents. Une
analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration argentigue est alors
réalisée.

3.5 Utilisation des anticorps en immunopurification de TGF-f1

Les anticorps spécifiques, immunopurifiés et immobilisés sur Sepharose
CL-4B sont utilises pour purifier, par immuno-affinite, l'antigene natif (TGF-

B1)
3.5.1 Préparation de I'immuno-adsorbant

(voir technigue précédemment décrite au chapitre 2.4.4.1 "Preparation de
Fimmuno-adsorbant”). Les anticorps immunopurifiés sont concentrés par
ultrafiltration (systéme Millipore & seuil de coupure SO kDa) et dialysés une
nuit a 4°C contre le tampon de couplage. Aprés centrifugation & 30000 ¢ pendant
1S min a 4°C et filtration 0,22 um, 1a concentration en anticorps est vérifiée
par spectrophotométrie a 280 nm (3 mg/ml). L'activation du support et le
couplage des anticorps sont réalisés mals 1a saturation est effectuée par une
solution de glycine 1 M, pH 8 (en place de Vethanolamine) pour augmenter
Uhydrophiiicite dig gel {1 est a noter gu'une partie du Sepharose CL-4B active est
traitée dans les memes condifions mals ne subit pas le couplage avec les
anticorps.

3.5.2 immunopurification du TGF-BI
Réactifs

- solution de NaCl 1 Men PBS

- solution de glycine 0,05 ™, NaCl 0,15 ™, pH 2,3

- solution d'élution ' thiocyanate de sodium 3 M en acetate de sodium
0,1 M, pH6

Diverses préparations plaquettaires plus ou moins purifiées ont été
soumises & immunopurification du TGF-B1. Parmi elles, les préparations
obtenues a pH neutre ont été acidifiées a pH 2-3 (par addition d'HCI 6 N) pendant
30 min a température ambiante, puis neutralisation (par addition de soude S N)
et dialyse contre le tampon PBS (aprés centrifugation clarifiante, 30000 ¢
pendant 30 min a 4°C) dans le but d'activer le TGF-B1 latent. Aprés une nouvelle
centrifugation clarifiante, la préparation est préte a injection sur 1a colonne
d'Immunopurification. Des extratts acides selon la méthode de Cone (décrite au
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chapitre 3.3 "Purification selon 1a méthode de Cone") ont également été prépareés
mars apres evaporation de I'ethanol, I'extrait est dialyse contre du tampon PBS
et clarifie par centrifugation avant injection

La purification est suivie par systeme de détection a 280 nm et collecte
de I'intégralité des pics effluents. Aprés injection de la préparation (15,7 crm/h,
10 ml/h) sur la colonne (0,9 X 7,2 cm) lavée (cycle PBS - solution délution -
PBS), équilibrée en PBS, un lavage est réalisé avec le tampon PBS puis la
solution MaCl 1 M en PBS. Le sens de 1a colonne est inversé pour éviter une
migration nutile des protéines desorbeées, lors de I'élution, au travers de Ia
fotalite de 1a colonne de support et pour diminuer le volume de la fraction
d'elution La proceédure d'elufion est effectuée par 1a solution de glycine puis la
solution de thiocyanate de sodium (solution d'élution). Une dialyse une nuit a
4°C, en presence ou non de BSA 1 ma/imi contre une solution d'acide acetique 1 I
élimine les solutés d'élution. Par la suite, seule T'élution avec la solution
d'élution (aprés lavage par le tampon PBS) a été réalisée. Il est a noter que
'efficience d'immuno-adsorption est définie comme le rapport entre la quantité
de TGF-B1 adsorbée sur la colonne d'immunopurification et la quantité de TGF-
B1 injectée sur cette colonne (expression en pourcentage).

3.5.3 Chromatographie en phase inversée (ProRPC HR 5/10)
Reactifs

- solution A acétonitrile 25% - TFA0,1%
- solution B . acétonitrile S0% - TFA0,1%

Deux ml de TGF-B1 immunopurifié a partir d'un extrait de Cone dialysés
contre une solution d'acide acétique 1 M, Iyophilisés et reconstitués avec deux
ml de solution A sont injectés sur 1a colonne équilibrée en solution A (92 cm/h,
18 ml/h). Aprés un lavage soigneux, un gradient de 25 a 50% d'acétonitrile en
TFA 0,1% est développé en 25 min. l'absorbance est suivie a 280 nm et des
fractions de 0,6 m1 sont collectées. Un dosage biologique du TGF-B1 est realisé
par inhibition de 1'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL6O4 sur
les fractions d'injection, lavage et elution.

4 Analyse du TOGF-B1 purifié

Des échantillons sont prélevés au cours de la purification. Ceux-ci sont
placés en récipients plastique (polypropyléne de préférence) et conserves a 4°C
ou congelés a -20°C, avant utilisation.

Une filtration stérilisante (0,22 pm, filtre Millex GV, Millipore, Bedford,
MA, USA) est utile pour les tests d'activité cellulaire (en conditions stériles).

Seuls les échantillons destinés & la quantification des protéines totales
et a des analyses électrophorétiques ou qualitatives ne seront pas additionnés
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de BSA. Compte tenue du falt gue la conservation du TGF-B est optimale en
milteu acide, une solution d'acide acétique 1 M (volattle a 1a lyophilisation) est
fréquemment utilisée (dfalyse avec ou sans lyophilfsation) ainsi que 1a
reconstitution en HC1 4 mM, BSA 1 mg/ml L'acide acetique est d'un usage tres
commode pour lanalyse electrophoretique par reconstitution avec tampon
d'echantillon apres 1a lyophilisation ou concentration par centrifugation sous
vide {Speed Vac , Savant, Farmingdale, NY, USA), deux moyens d'enrichissement
trés appropriés au TGF-B en tieu de T'ultrafittration. Un module de micro-dialyse
(Mega System avec membrane 8 kDa, Health Products, Rockford, 1L, USA) a été
utilisé avec de bons résultats pour le déssalage rapide de petits volumes
(jusqu'a 0,2 ml),

5 Dosage des protéines totales par 1a méthode de Lowry
(Lowry et coll. 1951, 112).

Reactifs -

- tarnpon PBS Tégerement alcalin (pH 8)

- solution A carbonate de sodium & 2% dans une solution d'hydroxyde
de sodium 0,1 N

- solution B : sulfate de cuivre pentahydraté a 5% dans une solution
de tartrate double de sodium et de potassium a 1'%

- solution C - mélange extemporane S0 - 1 des solutions A et B

- solution D reactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/3 en eau distiliée

- solution etalon de BSA 1 mg/mil échantilionnée et conservee
a-20°C

Les échantillons sont dilués dans le tampon PBS de fagon a contenir 25 a
300 pg de proteines dans un volume total de 0,5 ml. Trois ml de solution C sont
ajoutés. Aprés 10 min a température ambiante, 0,3 ml de solution D sont
rapidement ajoutés, sous agitation vigoureuse. La lecture au spectrophotometre
(UV-120-02 Shimadzu, Kyoto, Japon) a 750 nm est realisée aprés une incubation
de 30 min a temperature ambiante et a f'obscurité. Une gamme d'etalonnage et
les temoins adequats (acide acetique 1 M et autres solutions salines
concentrées) permettent la quantification simple et rapide des protéines
totales.

IT est a noter gu'une microtechnigue a été souvent utilisée. Les volumes
sont de 0,2 ml d'échantillons, 1 mi de solution C et 0,1 ml de solution D pour 10
a 100 pg de protéines.
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RESULTATS
1 Méthodes de dosage du TGF-p1

1.1 Test d'activité biologique : induction de 1a croissance de cellules
NRK-49F en agar semi-solide

Comme le montre la figure 4, une gamme de TGF-BI (R & D Systems) de
0,03 a 1 ng/mlt (1,2 a 40 pM) permet un dosage de V'activité d'induction de
croissance en agar sermi-solide (cellules NRK-49F) de 0,03 a 0,3 ng/ml (1,24 12
pM) avec une EDso de 0,17 ng/ml (6,8 pM). L'EDso est définie comme Ia
concentration de TGF-B 1 correspondant a un nombre de colonies moitié (50%) du
plus grand nombre de colonies observé. |1 est a noter que 1'efficience de clonage,
c'est a dire le rapport entre 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 a 50%). 11
peut refléter la quallté de la technique de mise en oeuvre et des cellules
employees (viellissement de la culture, exposition trop longue a 1a chaleur ..).

1.2 Dosage par fixation compétitive de TGF-f1 radiomarqué
au récepteur cellulaire

1.2.1 Radiomarquage du TGF-B1

La méthode de Frolik et coll. (1984, 59) simple et rapide permet un
radiomarquage par 1'iode 125 avec une activité specifigue satisfaisante
denviron S MBa/pg de TGF-B1 (135 pCi/pg). La precipitabilité au TCA est
généralement supérieure a 90% et l'activité biologique de 1a molécule mest pas
affectée (test ponctuel d'induction de croissance en agar semi-solide des
cellules NRK-49F de 110% par rapport a la molécule froide).

1.2.2 Dosage par fixation compétitive

La figure S montre quune gamme de TGF-B1 froid (R & D Systems),
compétiteur de 1,25 3 20 ng/ml (30 a 800 pM) avec une concentration fixe de
0,625 ng/ml (25 pM) de TGF-B | radiomarque permet le dosage de O a 5 ng/ml de
TGF-B1 (0 a 200 pM) avec une EDs50 (concentration en TGF-B1 froid
correspondant a une radioactivité moitié de la radioactivité maximaie observée
pour l'essai sans TGF-1 compétiteur) de 2,6 ng/mi (104 pM) et une fixation non
spécifique relativement importante de 21% pour une concentration de
competiteur de 200 ng/m1 (8000 pM)
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Figure 4 : Dosage biologique du TGF-f1 par induction de 1a croissance
de cellules NRK-49F en agar semi-solide. Aprés 14 jours d'incutation. 1es
colonies cellulaires, fixées. de diamétre supérieur a 60 wm, résultantes de
VinducUion de Uanchorage independence” par le TGF-B1 et en présence d'EGF S

ngsml o sont compltees par un compteur-analyseur dirnage sur la surface dung
boite de Petri (35 mm, 9.6 crie) Une courbe etalon peut alors étre tracee (EDsg
= 0,07 ngsmlou 6,8 pih dont Ta hinearite est observee pour dés concentrations
de TOGF-B1 de 0,1 a4 0.3 ng/mt (da 12 pM. Les points representent la moyenneg de
trols essals (p < 0,10
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Figure 5 : Dosage biologique du TGF-B1 par fixation compétitive au
récepteur cellulaire. Une quantité fixe de TGF-B1 radiomarqué (0,625 ng ou
25 pM) est mise en compétition avec une gamme de TGF-B1 froid (1,25 & 20
ng/ml ou 50 a 800 pM) pour fixation au récepteur de cellules NRK-49F. Une
courbe étalon peut étre réalisée (EDs0 = 2,6 ng/ml ou 104 pM) dont 1a linéarité
est observée pour des concentrations de TGF-B1 jusqu'a 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 1'incorporation
de thymidine tritiée par les cellules CCL64

(e test simple et rapide a mettre en oeuvre, sensible, permet deffectuer le
titrage des echantilions ef de quantifier des concentrations de TGF-B1 de 0,1 a
0.6 ng/ml (4 a 24 pM), comme le montre la figure 6 , avec une EDsQ
(concentration en TGF-B 1 correspondant a un pourcentage d'inhibition de S0%) de
0,24 ng/ml (9,6 pM).

2 Obtention d'anticorps polyclonaux anti-TGF-§
2.1 Prédiction d'épitopes continus - Choix d'un peptide synthétique

La figure 7 présente les résultats limités aux échelies d'hydrophilicité de
Parker et coll. (1986, 137), de mobilité de segment de Karplus el Schulz (1985,
91) et de feuillet B inversé de Garnier et coll. (1978, 60). Celles-ci sont
considérées comme 1es plus performantes en utilisant un seuil de +0,7 fois
I'écart-type de l'étude statistique (Van Regenmortel et de Marcillac (1988,
189)

L'etude de I'hydrophilicite déemontre que vingt cing acides aminés sur cent
douze sont "epitopes continus” avec la presence d'un seul triplet : residus N° 11~
[2-13 en partie N terminale. L'étude de 1a mobilité de segment fait apparaitre
guatre séguences continues : acides aminés N° 9-13, 55-59, 68-71 et 94-100,
une séquence en partie N et C terminales et deux centrales parmi les quarante et
un résidus "positifs” sur cent six. L'étude de feuillet B inversé permet de mettre
en évidence trente et un résidus "positifs” sur cent douze avec un triplet (acides
aminés N°12-13-14) en partie N terminale, un quartet central (résidus N° 37-
38-39-40). Onze acides aminés disséminés (sauf N° 95, 97 et 99) sont communs
aux trois méthodes et quatre aux huit méthodes réalisées : résidus N° 26, 37, 95
et 97. La lysine est prédominante parmi ceux-ci : cing acides aminés sur les
onze communs aux trois méthodes et la totalité des quatre acides amines
communs aux huit methodes.

Selon ces resultats et les indications de 1'étude de Flanders et coll.
(1988, 54), la séquence choisie du peptide synthétique correspond aux résidus
N° 91-106 avec une cystéine en position N°90 en place dune tyrosine afin
d'obtenir deux sites de couplage differents: cystéine N°90 et tyrosine N°91,

La recherche d'homologie de séquence primaire du peptide C-91-106 par
interrogation de 1a banque de données SwissPROT a révéle des homologies de la
sequence 91-106 de 75 a 100% pour les TGF-B formes 1, 2, 3, 4 et S parmi
diverses especes, de I'nomme a la grenouille L'etude plus particuliere des
homologies entre 1a 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 TGF-B1 par inhibition de
I'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64. Des
cellules CCLO4 non confluentes sont incubees pendant 24 h avec une gamme de
TGF-B1 (0,05 a | ng/ml ou 2 & <0 pt). Une courte incubation (pendant les guatre
dermieres heuress avec 7.4 kBa/srml (0,2 pCisml de thyrmdine tritiee permet
devaluer Vimhibition dncorporation induite (pourcentage dmhibition) Une zone
utile de dozage est observee pour des concentrations de TGF-B1 de 0,1 4 0,6
nadml (4 a 24 D avec une EDSQ = 0,24 ng/mi (9,6 pih. Les ponts representent

la moyenne de trols essais (p < 0,050
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Figure 7 : Prédiction d'épitopes continus - Choix d'un peptique synthétique. Lz sequence primaire du
TGF-B1 humain (h. TGF-B1) est presentee Les résuitats de trois des huit methodes appliquées a 17étude

antigénique” du TGF-B 1 sont représentees du fait de leur "erficacite” en utilisant un seuil de « 0,7 fois 1écart
type de 1'étude statistique (Van Regenmortel et de Marcillac 1988, 129 - hydrophilicité de Pai“ker et c;)H:
(1986, 137, ligne A), mobilité de segment de karplus et Schulz (1935 91, ligne B) et feuiliet B
inverseé de Garnier et coll. (1978, 60, ligne C) 1] ect a noter que les resultats sont Himités aux residus
(n+3) N et (n-3)C terminaux (N° 4 3 109) du fait que les echelles de kFarpius &t Schulz prennent en r:s;:wmpt;s Ik:
acides aminés proches voisins. Les acides amines "epitopes continus” (@) communs aux trois (ligne D, O) ef .aLJ'::'
huit méthodes (ligne E, O ) sont indiqués ainsi que la sequence Choisie du p=ptide ayrxthé't;ique Clidgne F)
Symboles des acides aminés: R, ARG ; D, ASE  E. GLU K, LYS ;5 SER N, ASN . Q. SLN G, GLY  P.PRO T, THE
CAALACH HIS; C,CYS, M MET ; V, VAL L TLE L, LEU Y. TYR F, PHE | W, TRFE. o |

143
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2.2 Immunisation - Production des antisérums

Les quatre lapins ont  ete immunises (sites ntradermiques ou
intramusculaires) avec differentes doses de peptide conjugue a I'ovalbumine La
figure 8 montre le titrage d'un "pool” d'antiserums en ELISA vis a vis du peptide,
du TGF-B 1 natif et reduit. Une intensité de réaction décroissante est visible
respectivement pour le peptide, 1e TGF-B1 reduit et enfin, te TGF-B1 natif Le
tableau 11 decrit 1a méthodologie d'immunisation ains1 que le suivi du degre
dimmunisation par ELISA (vis a vis du peptide , méthode décrite au chapitre
suivant), a partir de la premiére saignée jusqu'a un "pool” de vingt trois
saignées correspondant au "pic” dimmunisation. Pour ce qui concerne la
premiere saignée, une dose de 500 pg de conjugué par voie intramusculaire
permet dobtenir une ED5(Q correcte et une absorbance maximale. L'étude du
"pool” démontre que la plus forte ED5( est atteinte pour une dose de 1000 pg de
conjugué et gu'une absorbance maximale est obtenue pour des doses de 100 &
500 pg (voie d'injection intradermique ou intramusculaire). Les ED5o maximales
observées pour les dix premiéres saignées chez les lapins P, C, S et B sont
respectivement de 1/5. 106 (Iim3), 1/8. 103 (Im2, Im4 et Im10), 1/4. 102 (Im2
et Im5) et 1/5 102 (Im3). L'injection de TGF-B1 purifié au lahoratoire n'a

permis qu'une faible "ré-immunisation” ponctuetle (EDsp 1/6,5. 103 - 2.8 10,
2.3 Caractérisation des antisérums
2.3.1 ELISA

Le suivi de l'immunisation des lapins a donc été effectué par cette
méthode en utisant le peptide comme antigéne de revétement. |1 est a noter que
le 1ait écrémé a ete choisi comme agent de saturation aprés comparaison des
bruits de fond observés en ELISA avec différentes concentrations de BSA,
gélatine de poisson (Sigma) et lait. Les pourcentages (par rapport a un témoin
négatif sans revétement peptide) étaient, respectivement, de -25%, -42% et -
o7%. L'utisation du lait comme agent de saturation et de dilution a été étendue
aux autres techniques de détection immunologique du TGF-B1 (immunoblotting
et immunohistochimie). Le titre de l'antisérum est caractérisé par la dilution
correspondant a une valeur moitié de la valeur d'absorbance maximale observée
pour ce méme antisérum (EDsQ).

IT est & noter que les ED5(Q des antisérums vis a vis des conjuqués a

I'ovalbumine ou a 1a BSA (100 ng/puits) sont respectivement de 8,3. 109 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 d'un "pool” d'antisérum est titree vis a vis de différents antigénes de
revéternent . le peptide C-91-106 (200 ng/puits, 0 ), le TGF-B1 natif (20
ng/puits, 0 ) et le TOF-B1 réduit (20 ng/puits, @ ). Le systéme de détection
immunclogique de l'antigéne sur phase solide est composé de trois €léments
ABC (anticorps primaire, anticorps secondaire- pont biotine/streptavidine -
peroxidase) La dilution dantisérum correspondant a 50% de Vabsorbance
maximate observee (450 nm) est alors evaluée : EDsp



Tableau 11l : Protocole d'immunisation - Titrage des antisérums produits.

Lapin P C S B
Voie dinjection D ! iy 1D
Premiere 1000 S00 250 100
Dose (pg)@
Rappels 300 500 250 100
EDseb 1/5200 179800 174500 173100
Saignée 1 Absorbance max. (450 nm) 1,273 1,388 1,297 1,251

(antiserum non dilué)

EDs0 1/5000 1/2300 1/2300 17810
“Pool"de 23 saignées Absorbance max. (450 nm) | 2,086 2,121 1,997 2,189

(antiserum dilué 1/100)

a:quantite de C-G1-106-0VA injectee par voie intracermique (0) cu intramusculaire (0D

b . dilution de 'antisérum correspondant & la moitié de la valeur d'abscrbance (450 nmi maximale cbservee
(EDs0)

Les tests ELISA (vis a vis du peptide C-31-106) ont eté realises simuitanément ef pour les quatre lapins
(movenne de trois essals par dilution)

L8
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2.3.2 Immunoblotting

La sensibilite de detection de la methode a ete mesuree par depdt de
differentes quantites de TGF-B1 natif (méme s'il y a présence de monomére, R &
D Systems). Dans les conditions operatoires decrites, le seuil de detection se
situe entre S et 10 ng

t1 est anoter que le L-TGF-B 1 n'est pas revele par ce test

La specificite de la détection fut démontree par incubation de I'antiserum
avec un exces de peptide ou de TGF-B1 natif La figure 9 montre que le blocage
des anticorps est total avec le peptide mais partiel avec le TGF-B 1 natif.

2 3 ypa

25,0
12,5

Figure 9 : Immunoblotting et tests de blocage. L3 detertion de ToR-B 1 sur
nnace goitde aprec electrophorese tenyiron 100 NGy a ete feSTee par INCURATINN
de ta memnrane de mifroceliulose avec antisérum anti=C =91~ 1uH-GvVA (diiution
Ge Diocage sont realises par rapport a un immunoblotting temomn negatit (1
apres incubation de Vantisérum avec 100 pg/mi de peptide (27 o 10 paimi de

TOF-BI i3

2.4 Purification des anticorps

Différentes meéthodes d'enrichissement ef de purification des anficorps
ont été réalisées pour leur utilisation dans les tests d'inhibition des activités
biologiques du TGF-B 1, en IED, en immunopurification et en immunohistochimie,

2.4.1 Précipitation au sulfate d'ammonium

Cette méthode grossiére denrichissement précipite environ 70% des
protéines (mesure de 1a concentration en protéines totales de l'antisérum et du
surnageant).

2.4.2 Chromatographie FPLC d'échange d'anions

Cette méthode permet la séparation de la fraction IgG, IgA et de la
fraction IgM. 11 est a noter des EDsq (ELISA vis a vis du peptide) de 1/2,1. 104
et 1/85, respectivement pour les fractions 1gG + IgA et IgM par rapport a 1/2,9,
104 pour I'antisérum.
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2.4.3 Chromatographie d'affinité sur protéine A-Sepharose

La purification effective des 1gG est effectuee par cette methode simple
et rapide Environ 5,6 mg (5,1-6,8) d'1gG sont obtenus pour une 1njection de 10
mi d'antisérum. Les EDgo (titration ELISA vis a vis du peptide) correspondant &
Iantisérum, I'effluent de lavage et I'éluat ont été déterminées ponctuellement 4
respectivement 3,2 104 6,8 102 et 3,2 103 {1 semble donc rester une fraction
anticorps dans I'effluent de lavage.

2.4.4 Chromatographie d'immuno-affinité

[l s'agit de 1a méthode de purification des anticorps spécifiques par
affinité sur un antigene similaire (peptide conjugué a 1a BSA) a l'antigéne ayant
servi a I'immunisation (peptide conjugué a I'ovalbumine)

2.4.4.1 Préparation de 1I'immuno-adsorbant

Une quantité de 4,6 mg de peptide conjugué a la BSA mis en jeu dans la
réaction de couplage conduit a un taux de couplage de 0,5 mg de conjugué/mi de
gel, le volume de 1a colonne étant de 4,45 ml.

2.4.4.2 Immunopurification des anticorps

Un  chromatogramme d'immunopurification des anticorps a partir
d'antiserurn de lapin est présenté sur la figure 10. Un volume de 30 mi
d'antiserum injecté sur la colonne permet d'obtenir, en moyenne (vingt cing
immunopurifications), 2,4 mg d'anticorps (1-6,5 mg). L'étude ELISA (vis a vis du
peptide) de I'effluent (fractions de 2,5 ml) d'une injection de 30 m1 d'un "pool”
d'antiserum ayant une EDSQ importante (1/100) 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 révéle une bande majeure a 125
kDa.

2.5 Inhibition des activités biologiques du TGF-p1 /»n vitropar
les antisérums et les anticorps immunopurifiés

La capacité d'inhibition des anticorps sur les proprietés biologiques du
TGF-B! a été testée par utilisation des antisérums (“pool” de vingt trois
saignées des quatre lapins) et des anticorps immunopurifiés (voir chapitre
2.4.42 “Immunopurification des anticorps”). Mais T'utilisation de V'antisérum
pose des problémes du fait de I'addition de sérum conséquente (présence
d'autres facteurs de croissance, dap-macrogiobuline ...).
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Absorbance (280 nm)

0,5 .

injection/Lavage Elution (Etape)

Figure 10 Immunopurification des anticorps anti-C-91-106.
Lant1sérum (30 mb est njecte sur 1a colonne £-G1-106-BSA - Sepharose (0,6 ¥
Zomiequiiibree en tampon PBS & un dedit de 15,7 cm/zh (10 miZh) Labsorbance
est sutvie a Zz8u nm et 1a totalite des pics collectee. Aprés lavage, 1a fraction
anticorps (harre) est eluee par une solution thiocyanate de sodium 3 11 en
tarnpon acétate de sodium 0,1 1M, pH 6.
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2.5.1 Test d'induction de 1a croissance de cellules NRK-49F en agar
semi-solide

La figure 11 montre une inhibition (comparatson entre temoin negatif et
essai) de l'induction de croissance en agar semi-solide des cellules NRK-49F en
présence de 2 ng/ml (80 pM) de TGF-B1 (R & D Systems) et S ng/mi d'EGF. L'effet
stimulateur des dilutions d'antisérum seul (1/10 a 1/103) est a noter. Pour la
dilution 1/102, T'essai (antisérum + TGF-B1 + EGF) comparé au témoin
(antisérum + EGF), permet de constater une nette inhibition par cette dilution
d'antiserum puisque le nombre de colontes de T'essai est inférieur au nombre de
colonies du temoin malgre T'effet stimulateur (non negligeable) de I'antiserum
dans le temoin. Les anticorps immunopurifies (1073 & 102 pg/ml) n'ont pas
d'effet inhibiteur notable (résultats non représentés).

2.5.2 Test de fixation de TGF-B1 radiomarqué au récepteur cellulaire

La fixation de 2,5 ng/ml (100 pM) TGF-B1 radiomarque aux cellules NRK-
49F est inhibee par I'antiserum et par les anticorps immunopurifiés Comme le
montre 1a figure 12, I'EDs0 est de 1/60 pour I'antisérum et une concentration
de 102 pg/ml d'anticorps induit une inhibition de 30%. 11 s'agit donc d'un essal
ou les anticorps de l'antiséerum et les anticorps immunopurifies demontrent un
effet inhibiteur sur les proprietés du TGF-B1 en tant que ligand.

2.5.3 Test d'inhibition de I'incorporation de thymidine tritiée par
les cellules CCL64

Les résultats presentés sur la figure 13 permettent de montrer gue
I"antiserum possede un effet inhibiteur, avec une EDsg de 1/70, sur 'inhibition
de T'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64 en présence de
0,25 ng/m1 (10 pM) de TGF-B1 (R & D Systems). Les anticorps immunopurifiés
n'ont pas démontré d'effet inhibiteur notable a des concentrations testées de
1073 2 10 pg/ml (résultats non représentés).

2.6 Utilisation des antiserums en immuno-electrodiffusion

La figure 14 montre une |ED réalisée sur PhastSystem. Les echantillons
sont des extraits plaquettaires neutres et activés par acidification transitoire
(environ 20 ng/ml, 800 pM, activite dosée par induction de croissance des
cellules NRK-49F en agar semi-solide). Cette microtechnique utilise 7,5 fois
moins d'antisérum que 1a technique classique. Des résultats similaires ont été
observés pour les deux techniques. Les fusées sont fines et 1a projection des
gels est utile pour linterprétation. Les extraits neutres conduisent a la
formation de trois fusées alors qu'une fusée est observée pour les extraits
acidifiés. 11 est a noter que la hauteur des fusées est proportionnelle aux
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Colonies > 60 um/9,6 cm?2

x
500 _|
250 _
/
]
/
L o
TGF-B1 (2 ng/mi, 80 pM) 1710 17102 17103 Dilutions d'antisérum

Figure 11 : Effet des anticorps sur les propriétés biologiques du TGF-
g1 : induction de 1a croissance des cellules NRK-49F en agar semi-
solide. Des dilutions d'antizérum (’!/’IO - %/‘"‘ﬂ) sont t"stees pour mt"t“
Vinduction de 1Manchorage mdtLH’ldt e par e ToF-B1 en presence d JJF

paAT Tapport @ un LEmoin negatit | luHUH dantisérum sans TGF-B1,0 ) et. i
temnoin TOF-B1 12 na/smi ou 30 LH I Les valeurs presentees (nompre de
ralonies » h()pm/ki ~e rnm core @wpnndpnr a1]a moyenne de {rois easale
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Ditutions d'antisérum (1/) Anticorps immunopurifiés (gg/mi)

Figure 12 : Effet des anticorps sur les propriétés biologiques du TGF-
Bt : fixation de TGF-B1 radiomarqué au récepteur cellulaire. Des
dilutions d'antisérum (1/10-1/103, @) et d'anticorps immunopurifiés (1071 -
102 pg/ml, O ) sont testées pour inhiber la fixation au récepteur cellulaire de
TGF-B1 radiornarque (2,5 ng/ml ou 100 pM). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport & un témoin négatif (sans antisérum ou anticorps
immunopurifiés). Les valeurs présentées correspondent a la moyenne de deux
essais.
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JARTARRATIATIAAN

TGF-B1 (0,25 ng/ml, 10 pM) 10 102 103 Dilutions d'antisérum (17 )

Figure 13 : Effet des anticorps sur les propriétés biologiques du TGF-
g1 : inhibition de I'incorporation de thymidine tritiée par les cellules
CCL64. Des dilutions dantisérum (1/10-1/103) sont testees pour inhiper
Fintipition de incorporation de thymiding tritiee par les cellules CCLB4 par le
TOF=R1 (025 ng/mibou 10 pY Un temoin TOF-B1 est presente (@) Les resultats
SONt exprimes en tenant compte des resultats obtenus pour un temoin negatif
(sans TOF-R 1) Les valeurs presenfees (pourcentage dinhibition) correspondent 3
la moyenne de [rois essans
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diiutions d'un extrait neutre (1/1 & 1/8, 20 a 2,5 ng/ml, 800 a 100 pM). La
présence de plusieurs fusees superposees est caractéristique d'un antigene
hétéerogéne (Laurell 1972, 103). Des échantillons de TGF-B1 (R & D Systems,
jusqu'a 1 pg/mil), de SLC recombinant (Jusqu'a 1 mg/mi) et de L-TGF-B1 purifié
(jusqu'a 0,1 mg/m1) ont été appligués. Le SLC et e L-TGF-B1 activés ou non ont
conduit a un résultat positif. Deux précipités sont visibles pour les échantillons
activés. Le TGF-B1 n'a pas donné Tieu a la formation de fusée méme en présence
de BSA | et 10 mg/m1 dans 1'échantillon ou de PEG 2000 (5 et 10%) dans le gel.
Des échantillons & 1 mg/ml de conjugue ovalbumine (Immunisation) ou de
conjugué BSA (immunopurification) ont permis de mettre en évidence au moins
quatre fusees dans le -cas du conjugue ovalbumine avec une Intensite
particuhiere pour I'une d'entre elle correspondant certainement a des anticorps
plus particuliérement anti-ovalbumine.

Pour diminuer un bruit de fond important et génant pour V'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 a 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

efficace . | /‘q@fm@?\
/ (@' o ¥
e &/
N w@"
otion g0 B
/ .
/
12
~ N '/"\ P -

1 23 45 6 7 8 910

Figure 14 : Immuno-électrodiffusion. Des extraits  plaquettaires
(concentration en TGF-B1 denviron 20 ng/ml ou 800 pi évaluée par induction de
14 crolssance de cellules NRK-49F en agar semi-solide) neutres (1-5) et actives
(6-10) ont été testés en electro-immunodiffusion (PhastSystern Pharmacia U\fB
Eictechnology). Aprés coloration au bley de Coomassie, trois immunoprécipites
(fleches) ou fusées sont visibles pour les extraits neutres alors gue pour les
evtraits actives, un immunoprecipite est observe.
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2.7 Utilisation des anticorps immunopurifiés en immunohisto-
et -cytochimie

Differents tissus normaux ou pathologiques ont eté etudies pour la mise
en evidence de TGF-B par les anticorps ant1-C-91-106-0VA immunopurifies sur
C-91-106-BSA - Sepharose Les temoins negatifs sans anticorps primaires
anti-C-91-106-0VA mais avec 1gG de lapin (serum pré-immuns) ont toujours
éte de bonne qualité (bruit de fond inexistant ou trés faible). Environ quinze cas
ont eté étudiés pour la prostate. Pour ce qui concerne le sein, i1 s'agit d'une
etude portant sur guatre cas de 1ésfon bénigne (ou 11 y a présence de cellules
myo-épithéliales) La figure 15 présente les résultats positifs obtenus dans 1e
cas dun carcinome de la prostate, de glandes mammaires, de vaisseaux
sanguins, d'une ponction-bicpsie osseuse (PBO) et de cellules musculaires l1sses
en culture Le marquage, tres net, observe sur ia coupe de prostate se situe au
niveau du tissu musculaire lisse alors que les structures carcinomateuses ne
sont pas marquees. Cette glande est riche en tissu musculaire lisse et celui-ci
est egalement margué dans le tissu normal ou adénomateux (hypertrophique).
Cette revélation immunohistochimique est présente pour les cellules myo-
epithéliales des glandes mammaires et les péricytes des valsseaux sanguins ou
les cellules musculaires lisses de 1a media vasculaire. Le tissu musculaire strie
n'est pas revele Parmi les cing PBO etudiées, une seule a démontre un marquage
intracytoplasmique au niveau des megakaryocytes. Enfin, un marquage granulaire
est observé pour les cellules musculaires lisses en culture. Celui-ci semble
ordonné selon les myofilaments du cytoplasme. Les frottis de moelle osseuse
(quatre cas) n'ont pas démontré de marquage mais il est a noter que ce tissu
étant trés "sanguin”, l1a qualité des tests est médiocre. Les frottis plaquettaires
n'ont pas donne de résultats significatifs, 1a qualité du marquage étant plus que
meédiocre. Enfin, trois cas de leyomyosarcome, tissu cancéreux du tissu
musculaire 11sse, n‘'ont pas démontré de marquage.

L'immunoblotting réalisé sur le mileu conditionné par les cellules
musculaires lisses et 1'extrait cellulaire associé n'a pas démontré de révélation
non spécifiques au niveau des protéines présentes dans ces échantillons
(activés ou non). |1 est également a noter que la présence de TGF-B n'a pas été
mise en évidence (probablement quantité trop faible).

3 Purification du TGF-Bp1 humain d'origine plaguettaire

3.1 Les concentrés plaquettaires humains périmés

|1 a été possible de récolter environ mille poches de concentrés standards
de plaguettes humaines, périmés du jour (cingiéme jour) durant une période de
trois mois {(lundi-vendredi). Combinée a des chiffres indicatifs du C.RT.S. de
Nancy-Brabois, cette observation permet d'estimer a environ quatre a cing mille
par an, le nombre de concentrés périmés pouvant étre obtenus a des fins de
purification de facteurs de croissance.
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Figure 15 : Detection Immunohistochimique du TGF-f par les
anticorps immunopurifiés. A : carcinome de la prostate (objectif X 10), le
tissu musculaire lisse (TML) est revélé par rapport au tissu cancéreux (K). B :
glande mammaire (objectif X 25), le marquage se situe au niveau des cellules
myo-epitheliales (MY) C - pericytes vasculaires (objectif X 25)
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Figure 135 (suite) D : Ponction-biopsie osseuse (objectif X 40), un marquage
intracytoplasmique est visible pour les mégakaryocytes (MK). E . cellules
musculaires lisses en culture (objectif 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 (il est a noter une proportion non négligeable de globules rouges
dans ces culots). Une possibilte pratique serait la congélation, au fur et a
mesure, permettant ainsit une collecte plus 1mportante et plus aisee des
concentres.

Un dosage ponctuel de la B-TG réalisé sur le plasma de plaguettes
perimeées non congelées et aprés congélation a démontré une augmentation de
80% (13300 -> 24000 ng/ml). Alors que le dosage paralelie de l'activité TGF-p
(inhibition de I'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCLO4) a
decelé une augmentation de 11,5% (89 -> 99 ng/ml).

Vingt cing a deux cent concentrés ont été utilisés dans les méthodes de
purification décrites.

3.2 Purification du TGF-B1 selon 1a méthode d'Assoian
Quatre purifications de ce type ont ete realisees
3.2.1 Lyse - extraction

Lors du lavage des culots plaquettaires, 11 a parfols 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
globutaire se retrouvant en phase superieure.

La procedure de lyse - extraction ne pose pas de probleme, mise a part la
manipulation délicate d'éther qui demanderait un materiel protégé. L'extrait
éthanol acide est brun. Aprés centrifugation et ajustement a pH 3, la
préparation limpide est jaune clair. L'addition d'éthanol-éther donne naissance a
un précipite nebuleux, blanc. Aprés centrifugation et redissolution dans l'aclde
acétique, 1a préparation est jaune-brun.

L'exemple presenté, ici, correspond a une purification realisée a partir de
vingt cing concentres périmes.

3.2.2 Filtration sur gel 1

Un chromatogramme de cette premiére étape qui permet d'éliminer les
proteines de PM > 60 kDa et de séparer grossierement les protéines de PM
similafre au TGF-B1 est présenté sur 1a figure 16, L'élution du TGF-B1 se situe a
18 kDa (Kgy = 0,32).
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Figure 16 : Filtration sur gel 1. Lextrait plaguettaire (26 mlh additionne de saccharace 303 est injacte Sur
la colonne (4°C) de Biogel P-60 coarse (S X 23.5 om) equilibree on acide aletique 111 a un debit de 1 omy/h o0
ml1/h). L'absorbance e3f suivie a 280 nm elf des fractions de S ml sont collectees Les fleches indiguent i
position délution (calibration) des protéines marqueurs de poids meleculirre - BSA, o5 tLha
chymotrypsincgéns A, CHY, 27 kDa ; cytochrome < CYT. 12,5 kDa ;insudine, INS, & kDa La position delution
TGF-B1 (18 kDa) a eté déterminge par dosage biologigue induction de l1a croissance de cellules MREF - 4CF er 30
semi-sclide, concentration en ng/mi ou piM, @ 1 sur echuantition des fractiens, lvophilizes en presence de Bloa |
mg/ml. Les fractions TOF-B I reunies sont indigquees par o barre.
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3.2.3 Filtration sur gel 2

La présence d'urée 8 M permet la separation du TGF-B1 des protéines de
PM voisin en évitant son éelution "retardée”. Comme le montre la figure 17,
I'élution du TGF-B1 se situe a 20 kDa (Kgy = 0,12).

3.2.4 Chromatographie en phase inversée

Une dialyse contre une solution d'acide acétique 1 M et une lyophilisation
ont éte réalisées avant injection sur une colonne FPLC Pro RPC HR 5/10. La
figure 18 présente le chromatogramme de cette derniére étape. L'élution du
TGF-B1 se situe a environ 36% d'acétonitrile.

3.2.5 Bilan de purification

Le tableau IV présente le bilan d'une purification ayant porté sur vingt
CIng concentres.
Les quantités de TGF-B1 évaluées dans I'extrait (200 ng) et dans la fraction
filtration sur gel 1 (1750 ng) sont faibles et discordantes. Ceci souligne les
difficultés de quantification biologique du TGF-B. Environ 95% des protéines de
I'extrait sont élimines aprés la filtration sur gel 1 et seuls 1% des proteines
Injectees sur la colonne de filtration sur gel 2 sont retrouvees dans la fraction
TGF-B1 11 est a noter quil n'a pas eté possible d'evaluer la concentration
proteique dans la fraction phase inversee, Une tres forte perte de TGF-f1 est
observée lors de cette étape de chromatographie en phase inversee, Le
rendement final de purification est estime a 10,8%.

3.2.6 Caractérisation du TGF-1 purifié

L'electrophorése en gel de polyacrylamide avec gradient (8-25%) et
coloration argentique permet de contrdler rapidement lefficacite des
différentes étapes de purification. Sur le gel présenté en figure 19, une bande
se situant a un poids moléculaire de 25 kDa correspond probablement au TGF-B1.
Aprés 1a premiére étape de filtration sur gel, une trés forte contamination par
des protéines denviron 14,4 kDa est visible. Une amélforation notable est
obtenue aprés la seconde étape de filtration sur gel et une bande de PM 35 kDa
peut étre observée. Cette méme bande n'est plus visible aprés chromatographie
en phase inversée mais une contamination par des protéines de petits PM
persiste (PM inférieur a 14,4 et jusqu'a 20 kDa).
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Figure 17 : Filtration sur gel 2. Les fractions TGF-BI reunies (precedente etape) sont lyaphilicees o
reconstituees par | ml de solution d'acide acetigue 111 - urée 511 - sacchaross &% Lechantillon est injesre su
la colenne de Bio-Gel P-€0 fine (1,6 X 80 cm) équilibrée dans la solution acide acétique 111 - uree £ 11 3 un
debit de 1.5 cm/h (3 mish) L'absorbance est suivie a 230 nm et des fractions de 0.5 ml <ont collectdas [ oo
fleches indiguent la position d'élution (calibration) des profeines marausurs de poids moléculaire - BSA, &3 [
. chymotrypsinegene A, CHY, 27 kDa ; cytochrome ¢, CYT, 125 KD ; insuline, INS, 3 kDa La pocition daiution
du TGF-B1 (20 kDa) a eté determinée par desage binlcgique (induction de la croissance de cellulas MEF - 49F o
agar semi-solide, concentration en ng/ml ou pil, @ ¥ sy écnantilion des fracrions dialyses en presence de BSA
mg/ml contre une solution d'acide acetique | M puis hvophilises Les fractions TOF-B1 réunies sont g gee,
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Tableau |V :

Etape

Extrait

Filtration
sur gel 1

Filtration
sur gel 2

Phase
inversée

Bilan de purification selon 1a méthode d'Assoian (vingt cing concentrés).

Yolume

{m1)
20,0

50,0

5,0

0,5

Concentration

en protéines

{(pg/m1)
4187,0

82,0

7.5

Quantité

de protéines

(mg)
83,74

4,10

0,04

Concentration

en TGF-§1

{ng/mM)
10

35

Quantité
de TGF-B 1

(ng)
200,0

1750,0

16600

215

Activité Facteur
spécifique de purification

(mg/mg. 1076)

2 1
427 177
44267 104

Rendement final de purification :

Rendement
de purification
(%)

100,0

875,0

10,8

v0T
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Figure 19 : Analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique du TGF-B1 (fléche) purifié selon la méthode d'Assoian. Le=
ecnantitions appliques . filtrations sur gel 1 (P60 1) et 2 (P60 2) ainsy que
chromatographie en phage inverzee (Phy contiennent environ 100-200 ng ge

proteines | es profeines margueurs de perifte poias moleciyigires  eont

PROSPNOrYiase g4 o kDA - BSA 67 0 kD | annvdrase carponique, SO0 Foa

Soybean trypsin npitor, 201 ¥Da ; a-iactainurmine, 1d,d ka3

3.3 Purification du TGF-p1 selon 1a méthode de Cone
Six purifications de ce type ont éte realisées.

3.3.1 Lyse - extraction

Cette méthode de lyse - extraction directe des culots plaguettaires (deux
cent concentrés) permet leur traitement rapide et aisé. L'extrait éthanol acide
est semblable a celui de 1a méthode d'Assoian. L'étape d'évaporation rotative
permet une réduction de volume de 50% de l'extrait. Une dialyse contre le
tampon d'equilibrage permet dajuster l1a force ionique en évitant une
augmentation de volume par dilution

3.3.2 Chromatographie d'échange de cations

Un support hydrophile dutilisation trés aisée <(bonne resistance
mecanique, débits élévés ..) a eété expérimenté en chromatographie liquide (COOH
Spherodex, 1BF-Biotechnics). Une élution-régeration par une solution de NaCl | M
n'a pas permis la désorption de TGF-B1. Une tentative d'élution par gradient
linéaire jusqu'a NaCl 3 M (en 20 h) a également <choué. L'application de l1a
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solution de régénération AIAC aprés la solution de régénération HCI, élue
l'activité TGF-B!. Cette fraction est lactescente car elle doit contenir des
lipides ou lipoprotéines désorbés par la forte proportion d'éthanol (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 indigue sur la figure 21, I'élution du TGF-B1 se situe a environ 35
% d'acétonitrile,

3.3.4 Bilan de purificatton

L'exemple présenteé sur le tableau V est une purification portant sur deux
cent concentrés, Les quantités de TGF-B1 dans 'extrait et 1a fraction échange de
cations sont discordantes soulignant, a nouveau, les difficultés de
quantification du TGF-B. L'efficience d'adsorption sur le support échangeur de
cations est de 98-99%. 11 est a noter qu'il n'a pas été possible d'évaluer 1a
concentration protéique dans la fraction phase inversée. Le rendement final de
purification est estimea 1 1%

3.3.5 Caractérisation du TGF-B1 purifié

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 a
la bande TGF-B1 se situant a 25 kDa.

AlAc PM Pl g

T ? T
s
kDa Stion t¢ 2

94,0
67,0
43,0 *~

30,0
20,1
14,4

- [imere

-

Figure 22 : Analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique du TGF-#1 (fléche) purifié par la méthode de Cone.
Echantilions appliqués chromatographies d'echange de cations (AlAC) et phase
mnversee (P1)




Absorbance (280 nm)

0,2 |

0,1

Injection/Lavage NaCl HC1 AlAc (Etape)

Figure 20 : Chromatographie d'échange de cations. L'extrail plaguettaire (250 ml) est injecte =ur In
cotonne de COOH-Spherodex (S X 15 cm) équilibres en tampon acetate de scdium 0,025 1, pH 5,5, a un dabit de
10 cm/h (200 mi/h).L'absorbance est suivie a 282 nm et 1a totalite des pics est collectee Les solutions e
regénération sont injectées a un debit de ZC cm/h (400 ml/h) La pesition delution du TGF-B1 (fraction AlAcC
barre) a été déterminee par dosage biclogigue (fixation competitive au recepteur) sur echantillen de fractions
dialyse en presence de B3A 1T mg/ml et lyophilise.

L0T
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Absorbance (280 nm) Acétonitrile (%)

]

A
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0,02 | -+ 50
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I |
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Figure 21 : Chromatographie en phase inversée. Le pic de régeneration
ATAC de T'étape précedente est soumis & evaporation rotative a 40°C, centrifuge
et lyophilisé. Aprés reconstitution (8 ml d'acétonitrile 25% - TFA 0,1%) et
filtration 0,45 pm, Techantilion est injecte sur 1a colonne FPLC Pro RPC HR
S/10. Un gradient Tinéaire (-=) de 25 & S0% d'acétonitrile en TFA 0,1% est
développé pendant 60 min (methode d'Assofan). I'absorbance est suivie a 280 nm
et des fractions de 0,5 ml sont collectées. La position d'élution du TGF-B1 (35%
dacétonitrile) a été déterminée par analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec
coloration argentique d'échantillon de fractions lyophilisé.



Tableau V : Bilan de purification selon 1a méthode de Cone (deux cent concentrés).

Etape

Extrait

Echange de
cations

Phase
inversée

Yolume

(m1)

250

1

24

Concentration
en protéines

(ug/ml)
700

4690

Quantité Concentration
de protéines en TGF-B1
(mg) (ng/mt)
175 2800
52 1,7. 109
3300

Quantité Activité Facteur
de TGF-B 1 spécifique de purification
(ng) (ma/mg. 1076)
7.109 4000 ]
1,9.106 36247 9
7,9. 104

Rendement final de purification -

Rendement
de purification

(%)

100

267

11

60T
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L'étape de chromatographie en phase inversées élimine une grande partie de ces
contaminants puisqu'il est alors possible d'observer deux bandes contaminantes
majeures a 19 et 14 kDa. Un immunoblotting a confirmé I'identité TGF-B1 de la
bande se situant a 25 kDa.

3.4 Purification du TGF-p1 selon 1a méthode neutre

Cette méthode de purification appliquée a 1a préparation de TGF-B1 est un
des élements d'un schema de purification global de facteurs de croissance
humains d'origine plaquettaire. Elle fut d'abord experimentée lors d'un premier
stage pré-doctoral au LICR effectué pour l'apprentissage de la méthode de
purification du L-TGF-B1. Une dizaine de purification de TGF-BI par cette
méthode neutre a été réalisee.

3.4.1 Lyse -extraction

Le choc osmotique et/ou les congélations/décongélations ont été
compares. 11 est observé sur la figure 23 qu'une seule congélation/decongelation
est trés efficace par rapport au choc osmotique seul. Ensuite, il y a une
stabilisation par rapport au nombre de ces congelations/decongélations mais 1a
combinaison choc osmotigque - cing congélations/décongélations semble plus
efficace que cing congélations/décongélations, donc ce protocole fut appliqué
(deux cent concentreés),

3.4.2 Chromatographie d'échange de cations

L'etape de chromatographie d'échange de cations permet ['adsorption de
traces de TGF-B1 présentes dans I'extrait neutre qui sont éluées dans 1a
fraction AlAC.

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-B 1. Une étude de la molarité en NaCl (accroissement par palier de
100 a 1000 mM, résultats présentés sur la figure 24) nécessaire a I'élution du
L-TGF-B1, dans les conditions opératoires décrites, a démontré que celle-ci est
maximale & 300-400 mM. En conséquence, comme présenté sur la figure 25, la
premiére élution est réalisée & 200 mM et la seconde a 500 mM en NaCl. La
régénération du support est réallsée par le tampon d'élution 3 (NaCl 1000 mM)
et la solution de régénération. La premiere étape d'élution permet 1a desorption
d'un anneau noiratre puis un second rouge (hémoglobine).
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Colonies < 60 mm/9,6 cm?2
i

2000

1000 -

Co 1 2 3 4 5 Co + CDS

o))
Figure 23 : Lyse - extraction neutre des concentrés plaguettaires. Une

cornparaison de lefficacité de 1a lyse - extraction des plaguettes par choc
osmotique (CO) et/ou congélation/décongélation (CD 1-5) a &té réalisée, Le
dosage biologique du TGF-B1 dans les différents extraits a été effectué par
induction de la croissance de cellules NRK-49F en agar semi-solide (aprés
activation). Le nombre de colonies » 60 pm/9,6 2 représenté correspond a la
différence entre la valeur de I'échantillon non activé et la valeur de
'echantillon activé,
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Colonies < 60 pm/9,6 cm?2
A

300 -

250 -

i R o e b -
I L 100200300400500600700800900 1000 TGF-B1 (S ng/ml)
NaCl (mM)

Figure 24 : Conditions d'élution du L-TGF-B1 du support échangeur
d'anions : Q Sepharose Fast Flow. Un extrait plaguettaire {vingt concentreés;
est injecté (1) sur 1a colonne (4°C) de Q Sepharose Fast Flow (2,6 X 7,9 c¢m)
equihbree en tampon phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4, a un débit de 19 cm/h
(100 mizh). Apres lavage (L), 1a molarité en chlorure de sodium dans le tampon
phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4 necessaire a 1'élution du L-TGF-B1 a ete
determinee par elution par paher (NaCl 100 a 1000 mM), collecte de 1a totalite
fdes pics et dosage du TGF-B 1 (aprés activation) par induction de croissance de
cellules NRK-49F en agar semi-solide (nombre de colonies cellulaires de
diametre superieur a 60 um/9,6 cm<) Un témoin TGF-B1 (5 ng/mi ou 200 pM)
est precente
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Injection/Lavage Elution 1 : NaCl 200 mM Elution 2 : NaCl 500 mM Elution 3 : NaCl 1000 mM  (Etape)

Régénération (NaCl/NaOH)

Chromatographie d'échange d'anions. L'extrait piaquettaire ayvant subit une premisre
chromatographie d'échange de cations sur COGH-Spherodex (200 mli est injecte sur la <olonnes (4°C) de
Sepharose Fast Flow (2,6 X 7,9 ¢m) equilibrée en tampon phosphate de sodium 10 mi1) PH 7,4 @ un gébit de 19

Figure 25

cm/h (100 mi/h). L'absorbance est suivie 2 780 nm et 13 totalite des pics est collectse Le L-TGF-B1 23t &lye
(élution 2) dans la fraction correspondante au tampon phosphate de sodium 10 b1, NaCt SO0 mf1, pH 7.3 (ha

rres

€TT
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3.4.4 Précipitation au sulfate d'ammonium et activation

La precipitation au sulfate d'ammonium & 35% de saturation et a pH neutre
constitue une etape de concentration du L-TGF-B 1 (62% des protéines précipites
et 97% du L-TGF-B1). Cette opération est effectuée dés 1a fin de la collecte de
la fraction d'élution 500 mM en NaCl,

L'activation du L-TGF-B1 oriente la purification vers la préparation de
TGF-B1. Cette étape est critique puisqu'elle libére le TGF-B1 de son complexe et
les probléemes d'hydrophobicité de cette molécule sont a prendre en compte pour
eviter des pertes trop importantes. Différentes méthodes d'activation par
acidification, en présence ou non de BSA | mg/ml, ont efé experimentees Les
résultats en sont présentés sur la figure 26. La présence de BSA pour diminuer
I'adsortion hydrophobe du TGF-B1 est utile dans tous les cas mais d'une fagon
marquée pour 1a dialyse en acide acétique 1 M 1I est certain qu'une telle
adjonction de BSA 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 1'échantillon jusqu'a une concentration de 1 M, en
absence de BSA, semblent les meilleures méthodes d'activation.

3.4.5 Filtration sur gel

Cette etape (chromatogramme présenté sur la figure 27) similaire a la
filtration sur gel réalisée dans la méthode d'Assoian permet une purification
partielle du TGF-B1 (Kgy = 0,39) par élimination des protéines de PM > 60 kDa.

3.4.6 Chromatographie en phase inversée

Cette etape n'a pas été réalisée systématigquement mais seulement dans
le but de trouver un outil pour améliorer trés significativement la qualité de 1a
préparation du TGF-B1 aprés 1'étape de filtration sur gel. En utilisant le systéme
FPLC Pro RPC HR 5/10 (chromatogramme présenté sur 1a figure 28), I'élution du
TGF-B1 se situe a environ 32-33% de 1-propanol. L'analyse SDS-PAGE avec
coloration argentique (en encadré) démontre 1a persistance de protéines
contaminantes de petit PM. [1 est 2 noter 1a présence d'une bande 55 kDa au
dessus de 1a bande TGF-B1 se situant a 25 kDa,

3.4.7 Filtration sur gel HPLC Lichrospher Si DIOL

Lors d'un essai qualitatif, ponctuel, cette méthode a permis la séparation
effective de trois pics (présentée sur 1a figure 29) dont la concentration
protéique trop faible n'a pas permis une analyse par SDS-PAGE avec coloration
argentique (1a 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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TGF-BI
A

(ng/m1) |(pM. 10-4)

2000 8

1000 4

- + - + - + - + BSA

D HN Ac C

Figure 26 : Conditions d'activation par acification du L-TGF-B1 aprés
précipitation au sulfate d’ammonium. Une fraction d'élution de L-TGF-B1
par le tampon phosphate de sodium 10 mM, NaCl 500 mM, pH 7,4 a éte soumise 3
differentes technmiques d'activation par acidification en présence ou non (+ oy -)
de BSA 1 mg/mi - dialyse acetique | M (D), acidification transitoire par
addition d'HCI puis NaOH (HN), addition directe dacide acétique concentré
Jusqu'a 1 1M (AC), extrait ethanol acide de Cone (C). L'efficacité dactivation a
cle determinee par dosage biologique (inhibition de l'incorporation de thymidine
tritiee par les cellules CCLE4, facteur de dilution pris en compte, ng/mt ou pM).
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Figure 27 : Filtration sur gel. La preparation de TGF-B1 activé ( ml, saccharcse 830 est injectée sur lo
colonne (4°C) de Biogel P-€0 fine (1,6 X 83 o) équilibrée en acide acétique | M aun débit de S cm/h (10 mish)
L'absortance est suivie 2 280 nm et des fractions de 1 ml sont collectées [es fleches indiquert & position

d'élution des protéines marqueurs de poids moleculaire - BSA, 63 kDa .

chymotirypsinogene A, CHY, 27 kDa

cytochrome ¢, CYT, 125 kDa ; insuline, INS, & FDa. La position délution du TGF-B1 18 kDas a eté determinee
par analyse SUS-PAGE avec coloration argentique sur échantillon de fractions lyophilise ou par test bislcgique

d'inhibition d'incorpeoration de thymidine tritiée par les
puits, voir encadre, radicactivite exprimee an cpm) Les
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Figure 28 : Chromatographie en phase inversee. Un 2

*
chantillon des fra tions réunies tetape prbr Edenha)
lyophilise, reconstitug dans 2 mi de TFA O 1% et filtre O 4¢ prn est injecte sur ia coionne Pro RPC HR S/ 1G

squitibrée en TFA O, 1% aun debit de 306 cm/h (60 ml/h). Apres lavage, un gradient linéaire (-=) ce O & HI% e
I-propanol en TFA O, 1% est developpé en 70 min. L'absorbance est suivie 3
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Absorbance (280 nm)

0,0025 _

T I ! (min)
- 30 60 90

Figure 29 : Filtration FPLC sur gel HPLC Lichrospher Si DIOL. Environ
4,6 pg de protemes (25 pl) provenant de [etape de filtration sur gel sont
Injectes sur la colonne 100 DIOL (0,4 X 25 cm, 3,14 ml) éequilibrée en acide
acetique 1 M aun debit de 48 cm/h (6 mi/Zh) L'abserbance est suivie a 280 nm et
ta totalite des pics (harres) est collectee La position d'elution du TGF-B1 n'a pu
efre determinee par analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique (application de 1a totalité des pics lyophilisée),
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Interactions en plus du polds moléculaire apparent et du "volume" des
protéines), il n'a pas été possible d'évaluer le PM d'élution des trois composeés.

3.4.8 Chromatographie HPLC en phase inversée narrow-bore C4

Comme précédemment, cette méthode n'a pas éeté réalisée
sytématiquemnent rnais durant un second séjour pré-doctoral. Une séparation
trés effective du TGF-B1 de ses contaminants (présentée sur 1a figure 30) a été
obtenue comme le démontre l'analyse SDS-PAGE (gradient 8-25% en encadré)
avec coloration argentique. Le (s) contaminant (s) de petit PM est (sont) d'abord
élué (s) a environ 30% de 1-propanol (C1) puis le TGF-B1 a environ 32% (T) et
enfin le contaminant a environ 35,5-40% de |-propanol (C2).

3.4.9 Bilan de purification

Le tableau VI presente la moyenne des resultats de trois cycles de
purification portant sur deux cent concentrés chacun. Une perte trés importante
est a noter au niveau de l'étape de précipitation/activation. 11 n'a pas été
possible d'évaluer la concentration protéique dans la fraction filtration sur gel.
La fraction d'élution AlAC, lors de 1'étape de chromatographie d'échange de
cations, contient 2,7% du TGF-B1 injecté sur cette colonne. Le rendement final
de puriffcation a été estimé a 1,7%.

3.4.10 Caractérisation du TGF-f1 purifié
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
presence de deux bandes contaminantes a 56 et surtout 13 kDa

PM P60
kDa
94,0
67,0
43,0
30,0 -
20, 1 -— s | MR
144
Awcs -

Figure 31 : Analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique du TGF-B1 purifié par 1a méthode neutre. Echantillon applique
aprés filtration sur gel, P60.



(215 nm) A

0,2 _|

0,1 _

bsorbance (280 nm)

— 0,010

—0,005

I-propanol (%)

40 {min)

Figure 30 : Chromatographie HPLC en phase inversée narrow-bore C4. |
Dumenanf d‘— l'etap2 de Tzl*ratlur sur Biogel P-6G0O est injects cur

butyi BlU-
Jracdizsnt

simultansiment z
TF-B1 (

Bl .C2

SCCtcartouche G20 % 3 cmrequilibr en TEA G 157

l:r.eaire {=-=) e
205 (A et

(fv

y (B nm ogvec

B4

3% e V-propanot) A ste reaiises par
sur 2chant illon de frac

- 2

coliecte de 1a totalite des pics (harres)
analyse SD5-PAGE (gradient §-
Fions concentre par centrifugstion «ous v
ccontaminant 2 (non représante)

; aun
a —U., Je l-prapancl 2n TFA G150

¢ e

inection

/1'1)

Ly o hant il o de 10
1a colonne (tour
detiit de 1773

(i

[ S A

F

Gocolorne g 400
/b e milsh Apres

B ol

POAGUAN e

Fav age, v
ezt developpe. Labecrbance et

i ” s

Lo position delution o

aver o cbaratior

. C,

corfoaninant

pargend e

I

’

T

TOF

5
\‘- B oo

0ct



Tableau VI : Bilan de purification selon 1a méthode neutre (deux cent concentrés).

Yolume
Etape

(ml)
Extrait 790

Echange de
cations 314

Echange
d'anions 343

Précipitation
/activation 6

Filtration
sur gel [
AlAc 288

Concentration Quantité

en protéines de protéines en TGF-B1 de TGF-B1  spécifique  de purification

(ug/mi) (mng) {ng/m1) {ng) (mg/mg. 10~¢)
5349 4226 122 96380 23 1
4300 3930 105 95970 24 1
688 2356 30 30870 131 S
1903 11 822 4932 432 3
146 1606

Rendement final de purification :

196 56 9 2592 46 2

Concentration Quantité Activité Facteur Rendement
de purification

(%)
100,0

99,6

Gl
N
xS

16,0

32,6
1.7

TcT
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Un immunoblotting a confirmé I'identité TGF-B1 de la bande se situant a 25 kDa
(fleche). Une révélation discrete et pas toujours visible est & noter au niveau de
ces bandes contaminantes,

3.5 Immunopurification du TGF-p1
3.5.1 Préparation de I'immuno—adsorbant

Une quantite de 25 mg danticorps immunopurifies a eté soumise 4
couplage avec un rendement de fixation de 73% et un taux de couplage de 3.6
mg/m1 de gel, le volume de la colonne étant de 4,6 ml.

3.5.2 Immunopurification du TGF-B1

L'immunopurification du TGF-B1 a porté sur différentes préparations plus
ou moins purifiées,

3.5.2.1 Extrait neutre activé

Apres injection dun extrait neutre, activé (cinquante concentrés
plaguettaires, chromatogramme présenté en figure 32) et lavage avec du tampon
PBS, un lavage a forte force ionique (NaCl 1 M en PBS) a été réalisé pour
éliminer de possibles adsorptions non spécifiques. Deux types d'élution de force
crofssante ont été effectuées pour définir 1a plus satisfaisante : solution acide
de glycine et solution chaotrope de thiocyanate de sodium. Le tableau VII décrit
les résultats obtenus. Une efficience d'immuno-adsorption de 83% et un
rendement final d'immunopurification (fraction glycine) de 7% sont obtenus. I
est a noter que le lavage NaCl 1 M entraine une desorption de TGF-B1, que
I'élution glycine est efficace mais que I'élution thiocyanate de sodium semble la
completer

3.5.2.2 Extrait de Cone

Lors de 1'utilisation de ce type d'extrait (plus drastique), i1 a été possible
de démontrer des adsorptions non spécifiques a la matrice activée, sans
anticorps, simplement saturée par la glycine. Une méme préparation a été
Injectée sur la colonne d'immunopurification et sur une colonne (de volume
identique) de support sature par la glycine pwis sur la  colonne
d'immunopurification. Le tableau VIl 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 T'extrait 1 sur une colonne "glycine” entraine une efficience
d'adsorption de 70% et un rendement de “purification” de 1%. St I'effluent de
cette colonne (lavage 2) est alors injecté sur 1a colonne d'immunopurification,
une  efficience  d'immuno-adsorption de 96% et un  rendement
d'immunopurification de 14% sont alors observes.
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Absorbance (280 nm)

1,0 _|

a

0,5 |

Injection/Lavage  NaCl Gly SCN (Etape)

Figure 32 : Immunopurification du TGF-BI 3 partir d'un extrait
plaquettaire neutre activé. Lextrait activé est injecté zur la colonne
Janticorps anti-C-91-106-0VA - Sepharose (0,9 7.2 ¢m) équilibrée en tampon
PES g un debit d2 15,7 emsh (10 mli/Zh) Llabsorbance 25t supvie 3 230 nm et Ia

favage a forte Torce iomaue (INaCH 111 en PBS) est realise pins elutions avec une
solution glvame 005 FL NaCl G 19 1 pH 2.3 et une solution de thiocvanate de
sodarn 371 en acetate de sodiwm O, M, pH & La totalite des pics (harres) est
callectee Le dosaqe du TOF-B1 a ete effectue par dosage brologigue Gnhition
de Picorporation de thyimidine tritiee par les cellules CCLE4) sur echantillon
Jde fractions dialyse contre une solution d'acide acétique 1 Men présence de BSA
Pmg/mi et Iyophilizé.



Tableau VII
active.

Etape
Extrait
Lavage
NaCl
Gly
SCN

Bilan

Yolume

(m1)

240

250
S
8
7

d'immunopurification

Concentration Concentration

en protéines

Quantité Activité

de TGF-$1 spécifique

(ng)  (mg/mg. 1076)

84720 143

14280 26
795 8368
6006 12468
63 200

Rendement final de purification (gly) :

Facteur de
purification

1

du TGF-B1 a partir d'un extrait plaquettaire neutre

Rendement
de purification

=]

)
0

s
i
v

1

(@]

1,0
7,0
0,1
7.0

vl



Tableau VIl : Bilan d immunopurification du TGF-B1 a partir d'un extrait plaquettaire de Cone et

adsorptions non spécifiques.

Yolume Concentration Quantité Concentration Quantité Activité Facteur de Rendement
en protéines de praotéines en TGF-§1 de TGF -1 specifique  purification de purification

Etape {m1) (pg/m1) (mg) (ng/m1) (ng) (mg/mg. 1076) (%)
Extrait | 10,0 4127 41,3 4602 46020 1115 1,0 100
Lavage ! 10,0 3346 33,5 1284 12840
Elytion 1 7.0 39 0,3 73 SHi 1872 1,7 1
Extrait 1 10,0 4127 41,3 4602 46020 1115 1,0 100
Lavage 2 11,0 3040 33,4 1247 13717
Elution 2 6,8 110 0,7 67 452 622 1.5 1
Lavage 2 10,0 2040 30,4 1247 12470 410 1,0 100
Lavage 2' 14,0 1874 26,2 32 448
Elution 2' 11,5 53 0.6 157 1806 2961 7,2 14

La premiere partie de ce tableau concerne I'immunopurification dun extrait plagquettaire de Cone (extrait 1)
Dans la seconde partie, ce méme extrait est injecté, tout d'abord, sur une colonne de glycine-Sepharose pour

2tude des adsorptions non spécifigues. L'effluent de cette colonne (Lavage 2! est alors coumis 3 une étape

d'immunopurification dont les récultats figurent dans la troisieme partie du tableau (lavage et elution 2.

<

STAN
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Chromatographie en phase inversée

Ce type de chromatographie a ete experimentee ponctuellement dans le
but dameliorer la qualite du TGF-B! immunopurifié Deux ml de TGF-BI
immunopurifie a partir d'un extrait de Cone (6094 ng de TGF-B!, activite
déterminee par inhibition de 1I'incorporation de thymidine tritiée par les cellules
CCLH4) ont été injectes (chromatogramme présenté sur la figure 33) avec une
efficience d'adsorption de 81%. Le TGF-B 1 est élué a environ 38% d'acétonitrile.
Le rendement de cette étape est de 27% L'analyse SDS-PAGE avec coloration
argentique (en encadre) permet de constater que 1a preparation, apres cette
étape additionnelle, est de meilleure qualité que I'échantilion injecté mais il
est a noter la persistance de contaminants de faible PM.

3.5.2.3 Fractions dérivées de l1a purification du TGF-g1 selon
la méthode neutre

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

Les tableaux IX et X decrivent les resultats obtenus.

L'immunopurification appliquée a la fraction de 1a méthode neutre, apres
précipitation au sulfate d'ammonium (et activation) entraine 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 presence de BSA, permet une efffcacité d'immuno-adsorption de 90%
avec un rendement d'immunopurification de 75%. 11 est a noter qu'une étude
ponctuelle de l'adsorption non specifique de la BSA (solution PBS - BSA 1
mg/mi) au support d'immunopurification et a la matrice activée (volumes
jidentiques) saturée par la glycine, a démontré des fixations non specifiques,
respectivement de 15 et 10%.

3.5.3 Caractérisation du TGF-B1 immunopurifié

La figure 34 permet de comparer les différentes préparations de TGF-BI
immunopurifié, Deux types de protéines contaminantes ont été mises en
évidence. Les plus hauts PM correspondent probablement & des anticorps
"décrochés” ou fragments (un immunoblotting positif sans anticorps primaire
anti-C-91-106-0VA le confirmant). Les autres bandes majeures ont des PM
d'environ 55, 30 et < 14,4 kDa. L'identité TGF-B! de la bande 25 kDa est
confirmée par un immunoblotting.
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Figure 33 : Chromatographie en phase inversée de TGF-B1 immunopurifié. Un eéchantillon (6034 ng) e

TOF-B1 immunopurifié (aprés dialyse contre une solution d'acide acetigue 1M, lyophilisation, reconstitutior

dans 2 ml dacétonitrile 25% - TFA O,1% et Tiltration 0,45 pm) a partir dun extrait plaguettaire de Cone 25t
injecte sur la colonne FPLC Pro RPC HR 5710 équilibrée en solution d acetonitrile 25% - TFA G, 1% a 92 cm/h o1&
mi/h). Aprés un lavage, un gradient iineaire (--) de 25 a 507 dacetonitrile en TFA O 1% est developps pendant
25 min. L'absorbance est suivie a 280 nm et des fractions de ¢.6 ml sont collectees. La position delution du
TGF-B1 (environ 38% dacétonitrile; a ete déterminge par dosage biclogique (inhibition de Tincorporation de
thymidine tritiee par les cellules CCLO4) sur echantilion de fractions Iyophilise en présence de BSA T migsmy
Les fractions réunies sont indiquees par la barre Ure analyse SD5-PAGE (gradient £-29%) aved coloration
argentique du TGF-B1 (fleche) ainsi purifie (P} est presentée en erncadre.

L2T



Tableau IX : Bilan d'immunopurification du TGF-B1 a partir d’'une fraction de
aprés précipitation au sulfate dammonium et activation.

Yolume Concentration Quantité Concentration Quantite Activité Facteur de
en protéines de protéines en TGF-g1 de TGF-B1 spécifique purification
Etape {ml) (pg/ml) {mg) (ng/m1) (ng) (mg/mg 10-6)
Fraction NHg4 10 872 9,0 31635 316350 36279 1,0
Lavage 15 460 0,7 1699 25485
Elution 6 56 0,3 33615 201690 650613 18,0

1a méthode neutre :

Rendement
de purification

(%)
100

64

8cT



Tableau X : Bilan d'immunopurification du TGF-B1 a partir d’'une fraction de 1a méthode neutre :

aprés filtration sur Biogel P-60.

Yolume Concentration Quantité

en TGF-g 1 de TGF-p1
Etape (m1) (ng/ml) (ng)
Fraction P60 10,5 606 6060
Lavage 115 52 598

Elution 9,5 480 4560

Rendement
de purification

(%)
100

75

6cT



130

kDa

94,0
67,0
43,0

30,0
20, |
14,4

Figure 34 : Analyse SDS-PAGE (gradient 8-25%) avec coloration
argentique de différentes préparations de TGF-B1 immunopurifié. Les
echantiilons des fractions testées ont été dialyses contre une solution d'acide
acétigue 111 et lvophilisés Ces fractions correspondent a 'tramunopurification
Jde TGF-B 1 apartir de .

- Extrait neutre activé . 1. élution NaCl 1 Men PBS ; 2 : élution glycine
Q05 M, NaC1 0,15 M, pH 2,3, 3 . elution thiocyanate de sodium 3 M
en acetate de scdium O, 1M, pH 6

- Extrait de Cone - 4 ejution classique ; 5 élution des proteines non
speciquement adsorbees 6 - elution apres pre-adsorption
non specifique

- Elution de la fraction aprés précipitation au sulfate d'ammoniurm et
activation. 7

- Fraction TGF-B1 (fléche) aprés filtration sur Biogel P-60 fine . 8
{(fraction sans BSA et avant immunopurification)
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DISCUSSION

I Méthodes de dosage du TGF-B1

Limportance du dosage du TGF-B au cours d'une purification a deja ete
evoquee dans 1'introduction, au chapitre 3 2.1 "Essais biologiques™

Le dosage biologique, type stimulation de croissance cellulaire
(incorporation de thymidine tritiee, donc radio-activité modérée) est courant du
fait qu'il ne nécessite pas I'emplol de protéine-réactif purifiée (de colt souvent
elevé et de conservation plus ou moins aisée) et en quantité non négligeable
comme dans le cas de dosage par fixation au récepteur cellulaire avec
compétition vis & vis d'une molécule radiomarquée ou dosage tmmunologique
type RIA (utilisation de matériel fortement radio-actif et onéreux).

La signification de ces divers types de dosage est différente et
complémentaire. Une méthode type RIA permet donc le dosage de I'antigéne. Le
dosage par fixation compétitive au récepteur permet d'évaluer la fonctionnalité
structurale de la molécule. Le dosage biologigue guantifie la fonctionnalite
biotogique de la molécule mais 11 représente l'évaluation d'un ensemble de
processus.  L'incorporation de thymidine tritiée, par exemple, est
I'aboutissement d'une cascade d'événements ayant lieu a partir de la fixation du
facteur de croissance a son récepteur.

IT est a noter quun ensemble de facteurs intervient au cours de ces
processus durant I'incubation des cellules avec 'eéchantillon |1 peut y avoir une
toxicite de l'échantillon, protéolyse, secretion propre du facteur dosé et
d'autres facteurs de croissance, potentialisation ou antagonisme deffets ..
Jullien et coll. (1989, 88) ont montré gue T'exposition d'échantillons TGF-B
latent a pH 5 pendant 2 h entraine une certaine activation du TGF-p ainsi qu'une
augmentation de sensibilité des cellules a I'EGF dans un essai de croissance en
agar semi-solide. Une protéine sérique (2-4 mg/ml) et plaquettaire (333 pg/10.
T plaquettes ; Schmaier 1985, 163), I'ap-macroglobuline, pourrait jouer un
réle important dans la modulation des effets de facteurs de croissance. En
effet, cef inhibiteur de protéases peut "fixer" des peptides bio-actifs (tels les
facteurs de croissance) et servirait dagent de clearance a partir de la
circulation, via son endocytose par des cellules cibles & recepteur az-
macroglobuline. La fixation de TGF-B1 radiomarque au recepteur cellulaire est
Inhibée avec une EDs50 de 200 pg/mi d'az-macroglobuline tandis quil n'y a pas
influence sur 1nhibition d'incorporation de thymidine tritiée par les cellules
CCL64 a une concentration de 200 pg/mi (Danielpour et Sporn 1990, 40).

La specificite des dosages par fixation competitive au recepfeur
cellulaire ou type immunologique est bien superieure a celle dun dosage
biotogigue.

[T faut donc bien garder a l'esprit ces éléments pour interpréter la
concentration dosée ou ce qu'il est possible dappeler la "concentration
d'activité TGF-1”. D'ailleurs, déja Assoian et coll. (1983, 6) abordent ce point
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en soutignant que l'activite blologique TGF-B dosée est modulée par les autres
facteurs de croissance présents dans 'essal. Les auteurs indiquent également
que le dosage biologique est cent fois plus sensible qu'une électrophorése avec
coloration argentique. Van den Eijnden-Van Raai] et coll (1888, 186) indiquent
quun test biologique trop sensible donne leu a une zone d'activite biologique
trop "etalee” sur un chromatogramme

Un autre point important concerne 1a protéine étalon. En effet, le
proprietés hydrophobes et les difficultés de guantification du TGF-Bp amenent a
des réserves quant a la validité des étalons commercialisés. Le texte de la
notice accompagnant un echantillon de TGF-B1 humain dorigine plaguettaire
delivré par R & D systems (commercialisation par British Bio-technology,
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 V'utilisateur de I'extréme hydrophobicité de la
molécule. Ensuite, intervient 1a protéine en tant qu'activité biologique. Le test
biologique dinduction de croissance de cellules (AKR-2B et NRK-49F) en agar
semi-solide est cite avec les EDsQ des preparations de TGF-B purifie
respectivement de 1 ng/mi (40 pM) et 0,1-0,2 ng/mi (4-8 pM) << Ces valeurs
doivent étre prises en considération a titre indicatif pour des expériences
initiales, puisque les réponses a ce facteur de croissance varieront selon les
conditions expérimentales et le type cellulaire étudié »». La validité de I'étalon
TOGF-B1 va dépendre

N

- de la quantité 1 ug de protéine TGF-B1

- de la qualité de lareconstitutiuon et de la conservation

- du dosage pour lequel I'étalon sera utiliseé (dosage biologigue sous
la dépendance des conditions expérimentales et du type cellulaire
utilise)

La quantité 1 pg de protéine TGF-B1 doit donc étre considérée comme 1 pg
d'activite biologique TGF-B1. 51 cet etalon est utilisé en dosage type fixation
compétitive au récepteur cellulaire, 1a fonctionnalité biologique de 1a molecule
devra se reporter logiquement & sa fonctionnalité structurale. Dans un dosage
immunologique, la quantité 1 pg de protéine TGF-B1 sera considéree comme 1 jg
d'antigene TGF-B 1. Ces observations portent a réfiexion et doivent étre gardée a
I'esprit dans la quantification du TGF-B1.

Les précautions de manipulations des  échantillons TGF-BI
(hydrophobicité, présence de BSA, pH acide) étant prises, 1a levée de 1a latence
(activation, et son maintien) de l'activité TGF- 1 est un autre point important.
L'extraction par 1a méthode d'Assoian et la dfalyse contre une solution d'acide
acétiqgue 1 Msont trés efficaces mafs demandent un matériel, une méthodologle
appropriés et un volume d'échantillon suffisant. L'acidification transitoire (HCI
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puis NaOH) est la méthode 1a plus utilisée avec quelquefois une précipitation
genante des proteines. La possibilité de reversibilité (temps et concentration
dependante) de Vactivation a clairement été demontree pour du TGF-B!
recombinant (SLC) mais pour ce qui concerne le L-TGF-B1, seule une
réversipilité partielle a été observée (Wakefield et coll. 1989, 192). La chaleur
(S mina80°C) aété utilisée par Brown et coll. (1990, 18) sur les TGF-B 1,26t 3
recombinants (SLC). Enfin, une méthode originale de co-précipitation (BSA/TGF-
B) par le TCA 2,5% des échantillons contenant une concentration protéique
inférieure a 1 mg/ml (ou équivalente a 2% de serum) a été décrite par
Danielpour et ¢oll. (1989, 39).

Cet ensemble de remarques est a considérer pour une interprétation plus
‘seremne” et “relative” des resultats de dosage du TGF-B1 dans un miheu
brologique complexe

1.1 Induction de 1a croissance de cellules NRK-49F en agar
semi-solide

Ce test biologique permet le dosage de concentration de TGF-B1 de 0,03 a
0,3 ng/m1 (1,22 12pM), L'EDS(0 se situe a une concentration de 0,17 ng/ml (6,8
pM) en accord avec la valeur couramment admise pour la lignée utilisée (0,1
0,2 ng/ml ou 4 a 8 pM). La réalisation du test est assez délicate et
lourde (temps et colt matériel). En effet, les cellules doivent étre cultivées
avec soin (nombre de passage limite pour eviter un vielllissement de la hignee)
en milieu additionné de SVNN et ne jamais atteindre I'état de confiuence De
méme, leur exposition trop prolongée & 43°C peut avoir une influence non
negligeable sur T'efficience de clonage et donc la qualité du dosage. Le lot du
SVF utilisé dans le test doit étre choisi pour induire, en présence de TGF-B1 et
d'EGF, 1e maximum de colonies cellulaires par rapport a un essai sans TGF-B1. {1
est souhaitable d'utiliser ce méme lot pour la totalité des tests de facon a
harmoniser 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
eléments de I'échantilion dosé. La durée d'incubation (14 jours) est un autre
Inconvenient car un titrage est souvent necessaire avant le dosage proprement
dit. Le nombre d'essai est 1imité du fait de la lourdeur de la mise en oeuvre, Le
test en plaque vingt quatre puits est alors une alternative. Le comptage
automatique des colonies par analyse d'image est un avantage daisance, de
rapidité et de qualité de mesure du fait du seuil de comptage précis, du nombre
de scrutations et de I'analyse mathématique. Mais I'analyse d'image impligue un
réglage manuel et artificiel de Vappareil, se repercutant directement sur le
comptage, qu'fl faut prendre en considération. Les témoins et la gamme
d'étatonnage prennent alors toute leur fmportance.



134

1.2 Fixation compétitive de TGF-p1 radiomarqué au récepteur
cellulaire

Le radtomarquage efficace ef rapide du TGF-B1 par I'lode 125 selon 13
methode de Frolik et coll (1984, 59) ne pose pas de probléeme La preparation
des reactifs doit étre soigneuse surtout pour ce qui concerne la solution de
chiroramine T réalisée au dernier moment en tampon phosphate de sodium. La
grande radio-activité mise en jeu et la péremption relativement rapide de I'iode
25 sont des inconveénients de cette méthode de dosage trés spécifique. La
préparation des cellules est aisée. Le tapis cellulaire de 1a lignée NRK-49F a
tendance & se decrocher et T'utitisation d'un revétement de gélatine permet de
palter ce probléme. Le dosage est simple, rapide. Des concentrations de TGF-81
de 0 a > ng/ml (0 a 200 pM) avec une EDsQ de 2,6 ng/ml (104 pM) sont
quantifiables.

1.3 Inhibition de I'incorporation de thymidine tritiée par
les cellules CCL64

Ce test biologique simple est un des plus spécifiques pour le dosage
biologique du TGF-B (formes B 1 et B2). La culture aisée des cellules et la faible
proportion de SVF utilisée sont des avantages ainsi que la rapidité de titrage
et de dosage. Il a été démontré que d'autres facteurs de croissance présents
dans les échantilions (IGF-1 et Il, PDGF, EGF et FGF) n'alteraient pas I'Inhibition
de synthése d'ADN induite par le TGF-B (Jennings et Mohan 1990, 87). Des
concentrations de TGF-B1 de 0,1 a 0,6 ng/ml (4 a 24 pM) sont quantifiables avec
une EDsQ de 0,24 ng/ml (9,6 pM). La dérive de T'ED5o traduit nettement un
vieillissement de la culture. Cone et coll. (1988, 36) qualifient cet essai
biologique de simple, rapide, reproductible et guantitatif. Leur valeur d'EDsQ (p
<0,01) 5e 3itue 3 0,2 ng/ml (8 pM) de TGF-B 1.

2 Obtention d'anticorps polyclonaux anti-TGF-§

Un des buts de ce travail était d'expérimenter 1a chromatographie
d'immuno-affinité dans 1a purification de TGF-B1. |1 était donc essentiel
d'obtenir des anticorps poly- ou monoclonaux anti-TGF-B1. Devant les
difficultés d'obtention de TGF-B 1 de haute pureté et en quantité non négligeable,
I'alternative de produire des anticorps anti-TGF-B1 par le biais d'un peptide
synthétique fut envisagée. En effet, ces anticorps anti-peptide synthétique ont
de nombreuses applications dont la caractérisation de produit de gene, 1a
locatisation subcellulaire dune protéine, [1'étude  structure/fonction,
I'immunopurification, 1a mise au point dun test ELISA et les vaccins
synthétiques. Il faut savolr que les structures antigéniques ont un nombre
restreint de conformations alors que les peptides en possédent de nombreuses,
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nombreuses, en équilibre et que les extrémités des chaines sont connues comme
de bonnes réegions antigeniques comparees aux regions internes (Walter 1986,
195) La difficulté de production d'antisérum a fort titre en anticorps
anti-TGF-P a ete rapportee a de nombreuses reprises (Roberts et Sporn 1990,
153). La conservation du TGF-B parmi les differentes especes doit certainement
contribuer a cette difficulté Dans un premier temps, la simplicité et surtout 1a
rapidite dobtention desirée nous a orienté vers la production danticorps
polycionaux (deja decrite) par rapport a celle d'anticorps monoclonaux géeneres
par une technique plus pointue et surtout, plus longue.

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

van Regenmortel et de Marcillac (1988, 189) ont réalisé une évaluation
des methodes de prediction des épitopes continus des protéines a partir de leur
structure primaire. Un épitope continu (environ six a neuf residus) est defini
comme une sequence d'acides aminés relies directement par liaison peptidique
En pratique, i1 correspond plutdt a un fragment peptidigue linéaire dune
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 épitope continu représente certainement une partie
d'un épitope discontinu. Les épitopes les plus fréquents sont les épitopes
discontinus, 11 faut également noter que la séquence dite épitope ne représente
quune appreciation correspondant assez mal a 1a structure tridimensionnelle de
'epitope moleculaire. Cette observation est encore plus marquée lorsque l1a
protéine est polymérigue (structure quaternaire). Les différentes méthodes de
prédiction  antigénigue  sont  surtout  basées sur  des  notions
d'hydrophilicité/hydrophobicité. Une des régles en ce domaine est que les
acides aminés hydrophobes ont tendance a é&tre enfouis a I'intérieur des
protéines globulaires tandis que les chaines latérales hydrophiles ont tendance
a se trouver a l'exterieur ou elles peuvent interagir avec l'eau. Pour ce qui
concerne les structures hélice a/feuillet B, les centres des grandes hélices et
des feuillets correspondent a des coeurs hydrophobes compacts, en opposition
aux boucles de surface hydrophiles. La notion d'accessibilité de surface est
appelée acrophilicité. La mobilité de segment correspond a des
informations obtenues par RMN ; les facteurs de température atomique (facteurs
B ou de Debye-Waller). 11 s'agit du degré de mobilité existant le Tong de 1a 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-B1 tout en prenant en compte, plus particuliérement, trois
échelles dont les auteurs concluent a 1a plus grande efficacite, en appliquant un
seufl de +0,7 fois 1'écart type de I'etude statistique :

- I'hydrophilicité de Parker et coll. (1986, 137)
- la mobilité de segment de Karplus et Schulz (1985, 91)
- le feuiliet B inversé de Garnier et coll. (1978, 60)
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Les résultats de cette étude de prédiction d'épitopes continus nous a
indiqué que la région C terminale était trés favorable, en particulier les
residus N° 95 a2 99 La lysine est predominante parmi les acides amines trouves
"epitopes continus” A la meme période que cette efude, Flanders et coll. (1988,
54) publiaient des résultats concernant T'utilisation de plusieurs peptides
correspondant a diverses régions du TGF-B dans la production danticorps
polyclonaux, Ceux-ci confortaient le choix de la region C terminale, a savoir que
pour le peptide P 78-109, les résultats indiguaient que .

- la premiére moitié C terminale du monomére est plus
exposée dans la forme native et contribue directement
ou non a la fixation au récepteur

- la partie C terminale est I'épitope majeur impliqué dans
la génése d'antisérum bloquant contre le TGF-p natif

Encadrant l'epitope continu des residus N° 95-99, 1a sequence acides
aminés N° 91-106 fut choisie. Une cystéine en position N°90 (en place d'une
tyrosine) permet d'avoir deux sites de couplage différents : cystéine N°90 et
tyrosine N°91. Le peptide utilisé (C-91-106) pour I'immunisation a été couplé
a I'ovalbumine par 1a tyrosine (C-91-106-0VA).

La recherche d'homologie de sequence primaire du peptide C-91-106
parmi les differentes proteines dont la sequence connue est enregistrée dans 1a
banque de données SwissPROT na demontré que des homologies notables
(compte tenu de 1a taille du peptide > 40%) avec les différentes formes (1-3) de
TGF-B mais pas de résultats positifs pour les différentes formes d'actine et de
myosine.

2.2 Immunisation - Production des antisérums

Différentes doses de peptide conjugué a T'ovalbumine ont été injectées
aux lapins par  vole intradermigue ou intramusculaire. Le protocole
dimmunisation a eté établi selon I'expérience du laboratoire en ce domaine Le
suivl de 1'état d'immunisation des animaux a éte effectué par test ELISA vis a
vis du peptide en raison de la simplicité et 1a rapidité du test. 11 est intéressant
de constater, tout d'abord, une réactivité significativement décroissante des
anticorps respectivement pour le peptide, le TGF-B1 réduit et le TGF-p1 natif
(ED50 correspondantes « 1/1,6. 102 ; 1/7 102 ; 1/4 102). La réactivité plus
prononcee des anticorps pour 1a protéine monomérique démontre, peut étre, une
metlleure accessibilité de I'épitope aprés réduction.

Le titrage des antisérums de la premiére saignée montre que l'injection
intramusculaire de 500 pg de conjugué permet d'obtenir le meilleur résuitat
d'immunisation (EDsQ et absorbance maximaie). L'étude du "pool” de vingt trois
saignées (correspondant au "pic” d'immunisation) permet de constater que des
doses de 100-500 pg de conjugué (voie 1D ou IM) correspondent a des
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absorbances maximales mais qu'une premiére injection de 1000 pg de conjugué
permet d'obtenir une valeur d'ED50 maximale. |1 ne s'agit cependant pas de
conclure a une dose plus efficace quune autre car I'expérience a porté sur un
lapin par dose et I'échelle des doses est réduite, 1a réponse immunitaire étant
particuliere a chaque animal. Les EDsg maximales observees (ELISA vis a vis du
peptide) pour les dix premieres saignees sont assez élevees et satisfaisantes
pour les quatre lapins. Il est a noter que l'injection de TGF-B1 purifie au
laboratoire (méthode de Cone) entraine une faible "ré-immunisation” peut étre
due a la dose trop faible ou a la qualité de la préparation

2.3 Caractérisation des antisérums

2.3.1 ELISA

La méthode ELISA choisie est une détection immunologique de I'antigene
sur phase solide. Les protéines de revétement se trouvent donc adsorbees sur le
support et cela entraine des modifications de conformation qu'il ne faut pas
ignorer

Les anticorps montrent une réactivité trés différente vis a vis du peptide
couplé a I'ovalbumine ou 2 1a BSA Les EDso correspondantes sont de 1/8,3 109
et 1/4,1. 104 (peptide - 1/7,3. 103) Cette observation est a prendre en
considération pour ce quil concerne I'immunopurification des anticorps mails la
difference de réactivite des anticorps vis a vis des deux conjugues peuf
s'expliguer par le fait qu'il existe des anticorps anti-ovalbumine puisque c'est
Ce conjuqué qui & servi a I'immunisation.

2.3.2 Immunoblotting

L'immunoblotting est une autre methode de détection immunologique de
'antigene sur phase solide. L'utihisation d'antiserum est plus aisee que celie
d'anticorps purifies, Le seuil de détection du TGF-B1 natif a été estimé (pour un
antiserum dilue au 1/10) a 5-10 ng Cela est satisfaisant au regard des
résultats de la litterature. Les tests de blocage des anticorps avec un exces
d'antigene (peptide ou TGF-B1 natif) permet de confirmer la spécificité de
detection. Le blocage est total avec le peptide mais partiel avec le TGF-B1 natif
Or, l'etape de blocage est une reaction antigéne/anticorps en phase liquide. I
est possible que les conditions de realisation ne solent pas optimales a cefte
reaction anticorps/TGF-B1 : phase Tliguide, dilution de l'antiserum au 1/10,
exces d'antigene natif, incubation 1 h a température ambiante puis une nuit a
4°C.

2.4 Purification des anticorps

La purification des anticorps est utile pour plusieurs de leurs utilisations
ou la présence d'autres protéines sérigues est génante (tests biologiques, bruit
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de fond en [ED el {immunohistochimie) ou nest pas possible
(immunopurification).

La chromatographie daffinite, lorsqu'elle est possible, represente 13
methode de choix La chromatographie daffinité sur protéine A permet la
purification rapide et trés spécifigue des 1gG de lapin mais il ne s'agit pas que
d'anticorps specifiques. La chromatographie d'immuno-affinité est alors la plus
adaptée par sa spécificité.

Dans notre cas, le ligand de choix aurait été I'antigéne natif, c'est a dire
le TGF-BI. 11 est bien évident que les quantités nécessaires sont trop
importantes. Le probleme a ¢té contourné par utiifsation du peptide synthétique
ayant genére les anticorps (conjugué ovalbumine) mails couplé a une autre
protéine (BSA) L'immuno-affinite sur peptide couplé a été preferée a celle sur
peptide libre de fagon a "reconstituer” au mieux l'antigéne synthetique pour
purifier les anticorps specifigues du peptide (du TGF-B1) en conformation aussi
proche que possible de celle d'immunisation mais pas les anticorps anti-
proteine conjugante |1 est a noter que la réaction antigéne/anticorps se
déroule, ici encore, sur phase solide.

Une notion de sélection des anticorps spécifiques doit alors étre prise en
considération, En effet, 11 n'est pas certain que les anticorps anti-peptide
conjugué a I'ovalbumine vont "reconnaitre” qualitativement et quantitativement
Je peptide confugué a 1a BSA (voir les résultats au chapitre 2.3.1 "ELISA"). Cette
remarque seralt également valable pour le ligand TGF-B1. Le probléme de la
selection d'anticorps est mis en évidence pour 1a chromatographie d'affinité sur
proteine A - sepharose. L'EDsQ (ELISA vis a vis du peptide) de l'effluent d'une
injection d'antiserum (peu consequente par rapport a la capacité theéorique du
support) est relativement élevee en comparaison de 1'EDso de cet antisérum et
de V'eluat. Cecy pourrait signifier qul existe une fraction anticorps specifiques
non 1gG Ce probleme n'a pas eté mis en évidence pour la chromatographie
d'tmmuno-affinité. Pourtant, 1'absence ou la faible capacité dinhibition des
activités biologiques TGF-B1 par les anticorps immunopurifiés pourrait en
constituer le reflet.

Le rendement de fixation du peptide conjugué a 1a BSA sur Sepharose est
assez faible (49%) par rapport aux rendements habituels observés pour cette
méthode d'activation au bromure de cyanogéne (supérieurs a 90%). Le support
d'immunopurification obtenu permet de purifier des quantités d'environ 2,4 mg
d'anticorps par injection de 30 ml dantisérum. L'analyse SDS-PAGE avec
coloration argentique de ces anticorps permet d'en apprécier la purete
satisfaisante et de supposer leur identité 1gG (PM évalué a 125 kDa sur un
gradient peut étre mal approprié).

2.5 Inhibition des activités biologiques du TGF-B1 /n vitro
par les antisérums et les anticorps

La méme remarque concernant 1a réaction antigéne/anticorps en phase
liquide peut 8tre faite a ce niveau. Mais il est a noter que la gamme de dilution
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des anticorps (antiserum et anticorps immunopurifiés) par rapport a la gamme
de concentration du TGF-B1 des différents essais est tout de méme plus
étendue.

L'utilisation d'antiserum est genante du fait de la complexite (induite) du
milieu et de son influence sur fes tests biologiques (présence d'autres facteurs
de croissance, dap-macroglobuline ) Un effef stimulateur sur la croissance en
agar semi-solide des cellutes NRK-49F est observe malgre 1a proportion de 10%
de SVF deja utilisee. La presence d'a2-macroglobuline peut gener la fixation du
TGF-B1 radiomarqué au recepteur. L'addition d'antisérum peut &tre tout aussi
genante dans le test d'inhibition d'incorporation de thymidine tritiée par les
cellules CCLB4 du fait,cette fois, de la faible proportion de SVF utihsee

Dratlleurs, la realisation de temoins négafifs antiserum ou anticorps
immunopurifiées a été préférée aux témoins habituels sérum pré-immun ou
anticorps purifies et aspécifigues pour mieux cerner l'influence directe de ces
anticorps spécifiques sur les tests (sauf pour la fixation de TGF-BI
radiomarqué). Une gamme trés large danticorps immunopurifiés a éte
expérimentée du fait de l'utilisation d'anticorps spécifiques (immunopurifiés)
en place d'lgG.

2.6 Utilisation des antisérums en immuno-électrodiffusion

{Cette methode de detection et de quantification potentietle du TGF-B1 2
ete developpee en raison de sa rapidité de reéalisation et du besoin de
quantification antigemque du facteur de croissance. La microtechnique 3
demblee été privilégiée du fait de la faible consommation d'antisérum et
d'échantillon. La mise au point des conditions opératoires de cette technigue a
été lTongue puisque des proportions d'antisérum de 1 a 25% dans le gel ont été
expérimentées  ainsi  que  diverses  combinaisons des  parametres
d'électrophorése. Finalement, une proportion de 25% d'antiserum est nécessaire
et les conditions d'électrophorése sont celles décrites par le fabricant, a savoir
20 V/cm et a 15°C. Des extraits plaguettaires neutres (temoin negatif) et
actives (essai) ont été apphiqués a différentes dilutions décimales. La mise en
évidence de {rois fusées superposées pour les échantillons neutres (dont les
hauteurs sont proportionnelles a la dilution de 1'échantillon) et d'une seule pour
les échantillons activés souleva la possibilité de mise en évidence d'un antigéne
hétérogéne décrit par Laurell (1972, 103). Une hypothése sédulsante seralt de se
référer 2 1a structure du complexe latent de haut PM (gécrite dans 1'introduction
au chapitre 3.5 “Les formes latentes”). Les trois immunoprécipités pourraient
correspondre au LLC, au SLC et au TGF-B1. En effet, ces trois éléments TGF-B 1
pourraient étre présents ou produits dans 'extrait neutre. Le fait que le L-TGF-
B1 n'est pas "reconnu’ en immunoblotting parait alors contradictoire. Des
échantillons de SLC recombinant et L-TGF-B1 purifié n'ont pas vraiment aidé a
la compréhention du phénoméne. Deux précipftés sont visibles pour les
échantillons activés. 11 est a noter que le TGF-B1 (en présence ou non de BSA,
PEG) et le peptide ne donnent pas naissance a un immunoprécipité visible, Le
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peptide conjugué a l'ovalbumine ou la BSA peut étre considéré comme un
antigene hétérogene artificiel. Seul, le conjugue ovalbumine permet l'obtention
de plusteurs fusees (quatre) dont un 1mmunoprecipite intense correspondant
certainement a des anticorps anti-ovatbumine.

L'interprétation de ce phénomeéne est vraiment délicale el de nouveaux
eléments expérimentaux n'ont pu étre produits. La notion de quantification peut
étre exprimée dans le cas d'un extrait neutre aprés définition d'une échelle
étaion arbitraire. Mais 1a nature exacte et la signification de la hauteur des
trois immunoprécipités observés restent une question.

Une autre aifficulte dinterpretation a ete P'important brunt de fond
observe di a la forte proportion d'antisérum. Les immunoprecipites sont fins et
la projection des gels est reellement utile. L'enrichissement et la purification
des anticorps par différentes méthodes 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 anticorps anti-C-91-106 permet de mettre en évidence
un rmarquage reproductible, observé dans le cas du tissu musculaire lisse ou
plutot dans le cas de “"cellules a actine”. En effet, les cellules musculaires
lisses de 1a prostate et des vaisseaux, les pericytes vasculatres, les cellules
myo-epithéliales des glandes mammaires sont des cellules contractiles et dont
un des élements de structure est Vactine (ou la myosine). Le marquage
ponctiforme, ordonne, observe pour les cellules musculaires 11sses en culture
laisse enfrevoir 1a possibilité de 1a détection de TGF-B ou d'une protéine associée
a des structures fibrillaires de ces cellules Le tissu musculaire hsse
"cancéreux” (leyomyosarcome) n'est pas révelé ainsi que le tissu musculaire
strié, Les témoins négatifs (sans anticorps primaire anti-C-91-106-0VA ou
avec 1gG de lapin) sont de bonne qualité. La recherche d'homologie de séquence
du peptide C-91-106 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
gvidence de reconnaissance antigenique non spécifique. Ces resultats amenent a
se poser des questions sur ce marquage qui né semble pas étre non specifique.
Bien s(r, il s'agit de résultats préliminaires demandant des investigations plus
poussées (une étude immunohistochimique par microscopie électronigue est
envisagée ainsi gue T'utilisation d'autres anticorps). D'atlleurs, le marqguage
intracellulaire TGF-B des mégakaryocytes médullaires n'a pu étre démontre que
dans un cas de PBO (le processus de décalcification pourrait étre trop agressif).
De méme, les frottis plaquettaires n'ont pas permis de démontrer un
immunomarquage significatif de ces éléments alors qu'ils représentent la
source la plus concentée de TGF-B1. La qualité des frottis n'est pas
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satisfaisante ainsi que les résultats immunocytochimiques vratment médiocres.
[c1 aussi, la microscopie electronique serait utile

Plusieurs publications font état de la oproduction danticorps
(essentiellement polyclonaux) anti-TGF-B par immunisation avec un peptide
synthétique ou ta molécule native,

Roberts et coll. (1986, 150) ont immunisé des lapins par injections de
100 pg de TGF-B1 humain d'origine plaguettaire (pureté > 98%) couplé a la KLH.
Les I[gG ont été purifiées par chromatographie daffinité sur protéine A -
Sepharose. Ces anticorps ont demontré leur effet inhibiteur sur 1a fixation du
TGF-B1 au recepteur et sur T'induction de croissance de cellules NRK en agar
semi-solide. De méme, une concentration de 40 pg/ml en IgG bloque 89 et S6%
de l'activité TGF-p (1,25 ng/mi ou S0 pM) plaquettaire et d'un milieu conditionné
de lymphocytes T tonsillaires dans un essai de synthése de collagéne /772 vitro
(incorporation de proline tritiée).

Cheifetz et coll. (1987, 29) décrivent Ja préparation d'antisérum de lapin
anti-peptides synthétiques (résidus N terminaux N°21-38 et C terminaux N°64-
21) aprés couplage a 1a KLH (300 pg en injections sous-cutanées) et leur
utilisation pour une détection selective de TGF-B1 (négative pour le TGF-B2) en
immunoblotting.

Une étude trés compléte de Keski-Oja et coll. (1987, 95) a été réalisée
sur des anticorps polyclonaux de lapin obtenus aprés immunisation avec du TGF-
B porcin ou humain, natif ou dénaturé (chaleur, réduction, polymeérisation ou
inclusion en gel de polyacrylamide ; rappels de 2-5 pg de TGF-B en PBS). Un
immunoblotting a permis de démontrer une réaction positive chez tous les
animaux a une dilution de 1/3500 ou plus Trois lapins /douze ont produit des
anticorps  dune assez haute affinite  pour leur ufilisation en
immunoprecipitation. Tous les lapins producteurs danticorps précipitants
(hloguants) ont ete Immunises avec du TGF-B natif Un dosage RIA a eté
developpe. Les anticorps ont ete purifies par chromatographie daffinmte sur
proteine A - Sepharose. La fixation de TGF-B radiomarque est inhibée par les 1gG
purifiées, de méme que I'inhibition par le TGF-B de la proliferation de cellules
AKR-28 ndutte par la combinaison nsuline/EGF. Les auteurs pensent que cet
effet inmibiteur des anticorps peut étre du a leur fixation au TGF-B cellulaire
puisgu'il se produit egalement lorsque les anticorps sont utilises seuls. Cette
remarque est en relation avec l'effet antagoniste des anticorps sur I'inhibition
dinduction de croissance de cellules A349 en agar semi-solide. Des
concentrations élevées (30 ug/mi) en anticorps se sont méme révélees
stimulatrices. Pour demontrer que le TGF-B celiulaire (endogene) pouvait
stimuler (stimulation autocrine) la croissance des cellules AKR-MCA en agar
semi-solide, des 1gG anti-TGF-B (porcin) ont été incorporées a l'essai. Cela se
verifia et 'addition de TGF-B exogene a démontre son effet antagoniste sur ces
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mémes anticorps. 11 est également signalé que ces anticorps ont inhibé les
propriétés chimiotactiques du TGF-B.

Ellingsworth et coll, (1988, 52) ont utilisé avec succeés des anticorps
polyclonaux de lapin anti-TGF-B1 (Injection Intramusculaire de 100 pg de TGF-
B1) dans plusieurs tests dactivité TGF-B. Le titrage des antisérums a eté
effectuée par ELISA vis & vis du TGF-B1 (1/8,1. 109). Un effet inhibiteur des
anticorps a été observe dans le test dinhibition par le TGF-B1 de la
prolifération de thymocytes stimulés par la combinaison IL-1/PHA. Des
concentrations de 25 a 300 pg/ml en 1gG ont été efficaces pour inhiber une
concentration de 5 ng/mi (200 pM) de TGF-B 1. La croigsance de cellules NRK en
agar semi-solide induite par 2 ng/ml (80 pM) de TGF-B1 a ete inhibee a 90% (et
plus) par 30 et 300 pg/mi d'igG. De méme, une inhibition de la fixation de TGF-
B! iodiné aux cellules NRK et aux thymocytes a eté rapportée.

Des anticorps polyclonaux de dindon anti-TGF-B1 et 2, spécifiques de
chaque forme, ont été obtenus par Danielpour et coll. (1989, 38) aprés
immuntsation par Injections sous-cutanées et Intra-musculalres (100 pg de
protéine native porcine). Aprés trois mofs, les antisérums de trois animaux sur
douze démontratent un titre (ELISA)Y suffisant pour bloguer 1inhibition
d'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64 (2 pg/ml d'anticorps
purifiés par précipitations séquencielles au sulfate de sodium bloquent S50% de
l'action de 0,25 ng/ml ou 10 pM de TGF-B1 ; 15 pg/mil, 100%)
Immunoprecipitation et dosage RIA ont été développés. Le test d'immunoblotting
(antisérum) permet 1a detection de 1 ng de TGF-B1. La fixation au récepteur de
2,5 ng/ml (100 pM) de TGF-BI radiomarqué est completement bloguée par
Fantisérum dilué au 1/103.

Par la suite, la méme équipe a développé une méthode ELISA type
sandwich (SELISA) en utilisant des anticorps polyclonaux neutralisants de
dindon et de lapin (Danielpour et coll. 1989, 39). L'immunisation des lapins a été
réalisée par co-injections sous-cutanées et intra-dermiques de 20 pg de TGF-B 1
(ou B2) porcin et dovalbumine, de STI et de KLH. Les antisérums ont été
caractérisés pour leur capacité d'inhibition de la fixation de TGF-B iodiné
(cellules A549), d'antagonisme de linhibition d'incorporation de thymidine
tritiée par les cellules CCL64. Les anticorps ont été purifiés par
chromatographie daffinité sur protéine A - Sepharose ou TGF-B1 - Sepharose.
Des techniques d'immunoprécipitation, dimmunoblotting et de dosage RIA ont
éte développées. Rapidite, spécificité et précision caractérisent la technique
SELISA qui permet 1a détection de 0,025-0,050 ng/ml (1-2 pM) de TGF-B. Ce qul
en falt un dosage antigénique dix fols plus sensible que le RIA mais quatre fois
moins sensible que l'inhibition de l'incorporation de thymidine tritiee par les
cellules CCL64 (dosage biologique)

Enfin, I'étude de Flanders et coli. (1988, 54) a consisté en la production
d'antisérum par immunisation (injections intradermiques) de lapins avec
différents peptides (séquences centrales, N et C terminales) cyclisés et couplés
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ou non (1-2 mg). Les anticorps ont eté purifiés par chromatographie d'affinité
sur protemne A - Sepharose ou sur peptide - Affi-Gel 10 (Biorad). Des techniques
ELISA (ED50 = 1/1,4. 103 vis a vis du peptide ; 1/2. 103 vis a vis du TGF-B1),
RIA, immunoblotting (détection de 10 ng de TGF-B1), immunoprécipitation,
inhibition de fixation au récepteur des cellules AS49 (250 pg/ml en 196 inhibent
a 80% 1a fixation de 2,5 ng/mi ou 100 pM de TGF-B 1) et inhibition de 1a synthése
de collagene par les cellules NRK ont éte expérimentees. Cette étude a permis de
cerner I'importance de la région C terminale du TGF-B pour la fixation au
récepteur et en tant qu'épitope majeur de 1a molécule native,

Les anticorps polyclonaux anti-TGF-B produits contre 1a molécule native
sont visiblement les plus répandus et les anticorps neutralisants (bloguants)
les plus performants. |1 est difficile de comparer nos résultats a ceux de la
ltterature qu fait qu'il s'agit d'anticorps anti-peptide synthétique (sequence
terminale du TGF- 1) Malgre tout, si on se réfere au travail de Flanders et Coll
(1988, 54), les anticorps anti-C-91-106-0VA sont plutét performants en
immunoblotting. La détection par ELISA de l'antigene TGF-B1 natif ou reduit
ainsi que les effets inhibiteurs sur les propriétés biologiques du TGF-B1 sont
moins satisfaisants. A ce propos, des témoins négatifs sérum pré-
immun/antiséruym (seul) et anticorps non spécifiques/anticorps specifiques
(seuls) devraient étre réalisés en paraliele [] faut cependant rappeler, ici, que
notre but etait d'utitiser principalement ces anticorps en immunopurification du
TGF-B1 Lapossibilité dune selection danticorps par immunopurification sur C-
91-106-BSA - Sepharose devrait éfre discutée aprés essal par rapport a des g6
purifiées par chromatographie daffinité sur protéine A - Sepharose et des
anticorps immunopurifiés sur TGF- 1 - Sepharose.

La premiéere étude immunohistochimigue portant sur le TGF-B a été
réalisee sur des tissus bovins, foetaux par Ellingsworth et Coll. (1986, 51). Des
lgG dirigées contre un peptide synthétique dont la séguence correspond aux
trente premiers acides aminés N terminaux du TGF-B ont permis de mettre en
evidence un marquage des ostéocytes osseux ainsi que des chondrocytes du
cartilage articulaire. Un marquage a également été démontré pour les
mégakaryocytes et quelques cellules mononuclées de 1a moelle osseuse, les
cellules souches, hematopoietiques du foie foetal, les thymocytes des
corpuscules de Hassall et quelques thymocytes médullaires du thymus, les
cellules épithéliales en bordure des calices du rein. Par contre, un test négatif a
été obtenu pour les cellules des glandes thyroides, adrénales et salivaires ainsi
que pour 'aorte.

Flanders et Coll. (1989, 55) ont démontré que des anticorps dirigés contre un
méme peptide synthétique (N terminal du TGF-f1) mais dont la synthése
correspond a deux préparations différentes permettent dobserver des
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marquages différents. Un marquage principalement extracellulaire, similaire au
marquage anti-fibronectine, suggére que le TGF-B extracellutaire pourrait &tre
fixé aux proteines de la matrice. L'autre marguage, intracellulaire, similafre aux
resultats obtenus avec dautres anticorps diriges contre un peptide C terminal
du précurseur TGF-B1 et contre un peptide C terminal du TGF-B1, pourrait
revéler les sites de biosynthese.

Thompson et Coll (1989, 181) ont utilise ces mémes anticorps (Flanders et Coll
1989, 55) pour etudier divers t1ssus murins a I'état neonatal ou adulite. Un fort
marquage intracellulaire a été observé dans le cortex adrénal, les
mégakaryocytes et autres cellules de la moelle osseuse, les myocytes
cardiagues, les chondrocytes, les tubules rénales distales, les cellules
glandulaires ovariennes et les cellules du chorion placentaire. Pour ce qui
concerne les mégakaryocytes, un marquage intracellulaire mais nucléaire est a
noter 11 s'agit des noyaux multilobés des megakaryocytes a un stade ou les
plaquettes ne sonf pas encore visibles dans le cytoplasme. Un marquage de 13
matrice extracellulaire a éte démontre pour e cartilage, le coeur, 1e pancreas,
la peau et T'uterus. Le marquage est particulierement intense dans les cellules
specialisées d'un tissu donné, suggérant que le TGF-B aurait un role bien précis
dans ce tissu. Les auteurs ont également effectué une etude paralélie par
Northern blotting, démontrant une faible corrélation entre 1'expréession d'ARNm
TGF-B 1 et laprésence de 1a protéine.

La méme equipe (Thompson et Coll. 1988, 180) a souligné le réle du TGF-BT Tors
dinfarctus du myocarde (experimentai chez le rat) en utilisant les anticorps
“anti-TGF-B intracellulaire”. Le marquage disparait lentement aprés l'infarctus
puis s'intensifie en bordure de la zone lésée. Une autre partie de 1'étude a
dermontré un marguage intense des neurones des ganglions vagaux et des celluies
dans le nodule atrio-ventriculaire. Ces é&léments semblent indiguer un réle
important du TGF-B dans la physiologie cardiaque et dans la réparation
tissulaire.

L'association du TGF-B avec les glioblastomes est bien connue. Samuels et Coll.
(1989, 162) ont rapporté la detection immunocytochimique de TGF-B pour les
turneurs bénignes et malignes mais pas pour le tissu hormal, correspondant.

Ici encore, 1a comparaison de nos résultats (préliminaires) avec ceux de
la litterature est assez délicate car les anticorps "habituellement” utilisés sont
plutot des anticorps anti-peptide synthétique de la région N terminale du TGF-B.
De plus, Flanders et Coll (1989, 55) ont démontré que des peptides de séquence
identique mais dont la synthése a fait I'objet de deux preparations differentes
génerent la production d'anticorps polyclonaux qui donnent des resultats
totalement différents en immunohistochimie. Il peut s'agir d'un probleme de
conformations différentes du peptide. Néamoins, ceci suggere 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 intracytoplasmique 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 memes auteurs
tThompson et Coll. 1989, 181) decrivent le marquage des myocytes cardiaques
Une etude plus complete (Thompson et Coll 1988, 180) demontre un marquage
TGF-B au niveau du myocarde chez le rat Le tissu musculaire est donc efudie el
revele posiftif dans ces deux cas L'association dun marquage "TGF-B
extracellulaire” avec un marquage de la fibronectine est decrite par Flanders et
Coll (1989, 55) Ces mémes auteurs pensent que des anticorps diriges contre un
peptide synthetique de la partie C terminale du TGF-B1 pourralent mettre en
evidence le "TGF-B ntraceliufaire” aux sites de bilosynthese Cect est
Interessant par rapport a une association possible du marquage que nous
ohservons pour les cellules musculaires 1isses avec une proféine structuraie de
ces cellules : l'actine (ou la myosine).

3 Purification du TGF-B1 humain d'origine plaquettaire
3.1 La source de TGF-B1

Environ quatre a cing mille concentrés standards de plaguettes humaines
périmés seraient disponibles par an (relations privilégiées avec le CRT.S. de
Nancy) pour 12 purification potentielle de facteurs de croissance. {1 est a noter
que les plaquettes représentent 1la source de TGF-B! la plus
concentrée de l'organisme.

Les modifications morphologiques et bochimigues des plaquettes au
cours de Teur isolement et leur stockage entrainent, notamment, un relargage du
contenu des granules alpha (Bode 1990, 13) contenant le PDGF et 1e TGF-B1 ainsi
que la B-TG, un des marqueurs de 'activation (secrétion) plaquettaire (Steen ef
Holmsen 1987, 176). Compte tenu que sa concentration plasmatique est de 50
ng/mi, que les plaquettes humaines en renferment 17,7 mg/109 plaquettes
(Yardumian et coli 1986, 202) et qu'un concentré standard contient environ 5
1010 plaguettes dans environ 50 ml de plasma, 1a concentration plasmatique,
maximale, potentielle apres activation totale, pourrait étre de 17,7 mg/ml. Un
dosage ponctuel a révélé une concentration de 13300 ng/mi. Donc, une faible
activation faisant penser que la qualité des plaguettes, aprés conservation
durant cing jours, est tout & fait satisfaisante. Aprés une
congélation/décongélation du concentré, 1a concentration est augmentée de 80%
(24000 ng/ml) alors quun dosage de Tactivite TGF-B1 (inhibition de
I'incorporation de thymidine tritiée par les cellules CCL64) démontre une
augmentatfon de 11,5% (89 -> 99 ng/ml). Cette remarque indicative permet
d'introduire la notion de qualité et de quantité pour la source utilisée
dans la purification de TGF-B 1 et autres facteurs de croissance plaquettaires.
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Raines et Ross (1985, 142} ont rapporte que Q0% de lactiviteé
stimulatrice de 13 croissance et 70 a 90% du PDGF sont relargues dans le plasma
des concentres plaquettaires, humains, perimés, traites 24 a 72 h aprés leur
collecte Sekido ef coll (1987, 165) ont démontre que Factivite PDGF est bien
maintenue dans les concentrés plaguettaires conservés durant cing jours,
Assoian (1987, 7), comparant le nombre et la qualité des concentrés
plaguettaires (culots favés) mis en jeu dans sa méthode de purification du TGF-
B1, a souligné l'importance de la source (qualité et quantité) sur la quantité de
TGF-B1 purifié

- 10 pg/25 poches périmees
- 100 pg/ 100 poches peérimees
= 200 pg/ 100 poches “fraiches”

Une purification sur un grand nombre de concentrés est donc souhaitable
du fait dun retentissement aussi important sur les quantités purifiées. Une des
explications possibles a ce phénomeéne serait que les pertes de TGF-B, molécule
trés hydrophobe, au cours de sa purification se répercutent proportionnellement
moins dans le cas d'un fractionnement plus important

L'utilisation dec culots plaguettaires, outre 1a diminution de volume et le
gain de place pour stockage, présente l'avantage d'eliminer ta dilution du facteur
de croissance dans le plasma, milieu tres riche en protéines (et notamment en
a2-macroglobuline), et donc une purification faciiitee. 1 est a noter que l'ap-
macroglobuline est consideree comme protéine de capture de V'exces de TGF-B au
site d'action de ce facteur de croissance pour en limiter 1a zone d'action ainsi
que sa forme de clearance probable. Sa presence est donc genante ainsi que celle
d'une proportion non negligeable de globules rouges dans les culots, du fait de 1z
contamination en hémoglobine induite. L'hetérogénéité, la qualité et le volume
des lots de concentrés sont a prendre en considération car leur influence sur les
rendements de purification et la qualité des facteurs de croissance purifiés a
été plusieurs fois décrite : Heldin et coll. (1987, 73) ; Cone et coll. (1988, 36) ;
Strassman et coll. (1889, 177).

Les plaquettes sont des elements tres difficiles a "casser” Le choc
osmotique en eau distiliée ou la congélation/décongélation ne sont pas
considérés comme satisfaisants (Baenziger et Majerus 1974, 10) mais du fait
des volumes mis en jeu dans les méthodes de purification employees,
~l'utilisation d'autres techniques jugées plus efficaces (décompression dans une
bombe a 1'azote, sonication, homogénéisation, gradient de glycerol) n'est pas
possible. I1 est & noter que Assolan (1987, 7) decrit la congélation de culots
plaquettaires dans 1l'azote liquide, sous forme de billes pour une
homogenéisation rapide et efficace lors de I'extraction.
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3.2 Purification du TGF-B1 selon 1a méthode d'Assoian

Parmi les premiéres méthodes de purification du TGF-B1 (forme active)
publiees, 1a méthode (TGF-B 1 humain d'origine plaquettaire) décrite par Assoian
et coll. (1983, 6) a constitué une base de travail pour ce projet. Celie-ci
consiste en une extraction éthanol acide de culots plaquettaires lavés puis
precipitation & 1'éthanol/éther et deux étapes de filtration sur gel sur support
de polyacrylamide tirant partie des interactions hydrophobes du TGF-B!
(différentes en présence d'urée 8 M) vis & vis de ce support . Une étape
aaditionnelle de dessalage-purification HPLC (Assoian 1987, 7) permet Ia
purification finale du TGF-B1 (pureté » 95%)

Pour ce qui nous concerne, la méthode a été appliquee avec un essai de
chromatographie en phase 1nversee sur support FPLC C8/C1 (ProRPC, Pharmacia
LKB Biotechnology)

Les lavages des culots plaguettaires ont parfols conduit a une activation
(supposée) des plaquettes entrainant leur élimination et 1a remise en question
de ces lavages lourds a mettre en oeuvre. La procédure de lyse - extraction n'a
pas posé de probleme, mise a part 1a manipulation délicate de gros volumes de
solvants volatils, onereux et nécessitant l'utilisation de matériels protéeges
non disponibles (ethanol et ether) Une alternative a2 la centrifugation (non
profegee) de solvants serait 1a filtration sous vide, sur filtre papier, proposee
par l'auteur. La premiére étape de filtration sur gel permet 1'élimination de 95%
des proteines injectées, Une forte contamination par des protéines de petit PM
est a noter (SDS-PAGE). Cette premiére étape a été réalisée a 4°C pour limiter
les phénomeénes de diffusion. La position d'élution du TGF-B1 se situe a 18 kDa
(Ta méthode originale la situe a 17 kDa). La seconde étape de filtration sur gel,
en présence d'urée 8 M pour prévenir I'élution retardée du TGF-B! et ainsi
séparer le facteur de croissance des protéines de plus petit PM, permet
d'ameéliorer significativement 1a qualité de la préparation (position d'élution 3
20 kDa alors que 1a méthode originale 1a situe a 25 kDa). Mals 1a nécessité d'une
etape de purification finale est évidente L'essai de chromatographie en phase
inversee sur ProRPC HR 5/10 n'est pas concluant puisqu'une contamination par
des proteines de pefit PM persiste et une forte perte d'activité TGF-B1 est a
noter. Le bilan de purification est incomplet du fait de I'impossibilite de mesure
de ta concentration protéique dans 1a fraction phase inversée. Les quantités de
TGF-B1 évaluées dans l'extrait et Ta fraction filtration sur gel sont faibles
tpurification realisee a parfir de vingt cing concentrés) et discordantes
(rendement de 875%). Ceci est probablement 1ié au dosage de l'activite TGF-B|
par induction de l1a croissance de cellules NRK-49F en agar semi-solide. La
quantité de protéines obtenue a I'extraction (84 mg/vingt cing poches) est plus
faible que les résultats décrits (100 mg/25 ¢ de plaquettes lavées). |1 en va de
méme pour la quantité de TGF-B1 dans la fraction filtration sur gel 1 (0,04
mg/ 100 mg de protéines contre 2,6 mg/100 mg de protéines. Les auteurs
concluent a T'obtention de 10 pg de TGF-B1/vingt cing poches en comparaison
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avec 1,7 pg/vingt cing poches dans notre travail. Le rendement final de
purification a éte evalué a 10,8%

3.3 Purification du TGF-p1 selon 1a méthode de Cone

Aprés extraction a l'alcool acide des culots plaquettaires non laves, la
meéthode de purification du TGF-B1 (forme active) plaquettaire, humain, decrite
par Cone et coll. (1988, 36) est basee sur une chromatographie d'échange de
cations puis une chromatographie HPLC en phase inversee.

Cefte mefhode a eté adaptee a une chromatographie d'échange de cations
sur un support dutilisation aisee et disponible au laboratoire . le COOH-
ospherodex. La technigue dextraction alcool acide est tout a fait similaire a
l'extraction de la méthode d'Assoian. Le fait que les culots ne sofent pas lavés
ezt un avantage ainst que T'absence de la précipitation a 'éthanol/éther. Les
auteurs soulignent le fait que la concentration en protéines de l'extrait dépend
de I'importance de la contamination en globules rouges des culots. Une grande
partie de I'némoglobine est éliminee par ajustement du pH a une valeur de 5,5
L'evaporation rotative de l'éthanol n'a pas pose de probleme et permef une
diminution appréciable de volume ainsi que I'elimination des protéines alcoolo-
solubles, Une étape additionnelle de dialyse contre le tampon d'équilibrage de la
colonne d'echange de cations permet d'ajuster ia force fonigue de I'extrait ainsi
que I'élimination d'éthanol résiduel. La chromatographie d'échange de cations a
facilement été réalisée, a débit relativement élevé L'élution du TGF-B1 est
effectuée dans la méthode originale par gradient de NaCl (jusqua 1 M). Devant
I'absence d'un tel résultat, dans notre cas, malgré un gradient de NaCl jusqu'a
une concentration 3 M, l'activité TGF-B1 a été démontrée dans la fraction de
régénération AlAc. Malgré I'hydrophilicité du support, il est vraissemblable gue
'adsorption du TGF-B1 sur cet échangeur de cations n'est pas de type
interactions foniques. 11 est a noter la lactescence de la préparation, témoin
probable de la presence de nombreux lipides et lipoprotéines désorbés par la
forte proportion d'éthanol. Consideree comme un avantage, cette observation
nous a conduit a poursuivre 1a purification vers la chromatographie en phase
inversee aprés élimination de 1'éthanol. L'utilisation du support FPLC ProRPC n'a
permis qu'une amélioration limitée de la gualité de Ta préparation L'analyse
SDS-PAGE avec coloration argentique démontre 1a présence de contaminants de
petit PM. La faible concentration protéique de la fraction phase inversée, non
quantifiable par la technique de Lowry, fait que le bilan de purification est
incomplet. |1 est a noter 1a discordance des quantités de TGF-B! dans I'extrait
et 1a fraction AJAC ainst que 1a forte perte d'activité TGF-B1 au cours de I'étape
de chromatographie en phase inversée. Nos résultats (2,8 pg/ml) sont
satisfaisants puisque les auteurs décrivent une concentration de TGF-B1 de 2,5
pg/mil dans V'extrait . Le rendement final de purification a été estimé a 11%
contre 30% annonceés par les auteurs.
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3.4 Purification du TGF-B1 selon 1a méthode neutre

Les deux méthodes de purification précédemment décrites sont orientées
5 la purification particuliére de TGF-B1 (forme active car réalisées en
condition acide) Or, le travail entrepris est basé sur la purification de
plusteurs facteurs de croissance humains dorigine plaquettaire. Une
association voire une harmonisation de purification dau moins deux
facteurs de croissance Cibles - PDGF et TGF-B1 est souhaitable C'est pourquol
nous avons penser a un schéma de purification plus global des facteurs
de croissance humains d'origine plaquettaire Les purifications du POGF
(Heldin et coll. 1987, 73), du PD-ECGF (Mivazono et coll. 1987, 124) et du L-
TGF-B1 (Mivazono et coll. 1988, 123) associés permettent la vision d'un tel
schema global pouvant étre ortente vers 1a purification du TGF-B1 11 sagt du
fravail appele methode neutre

Aprés une élape de lyse - extraction a pH neutre, T'extrait plaquettaire
neutre (pH 7,4) contient .

- 1e PDOF et des traces de TGF-B 1, fortement cationiques
- le PD-ECGF, anionique
- le L-TGF-B1, fortement anionigue

L'étape de chromatographie d'échange de catfons permet I'adsorption du
PDGF et de ftraces de TGF-B1, fortement cationiques. Une purification
potentielle du PDGF peut alors &tre envisagée. Le PD-ECGF et le L-TGF-Bi
anfoniques, présents dans 1'effluent de cette premiére étape chromatographique
sont adsorbés par chromatographie d'échange d'anfons. L'élution différentielle du
PD-ECGF et du L-TGF-B 1 débouche sur leur purification individuelle, potentielte.
L'orientation de la purification vers le L-TGF-B! ou le TGF-B1 peut 8&tre
déterminée 3 ce stade.

Le protocele de lyse - extraction a pH neutre, decrit par Heldin et coll
1987, 73) dans le cas de la purification du PDGF, a ete apphgue apres
comparalson de 1a combinaison choc osmotigue - congélations/decongelarions
dans Te cas de culots plaquettaires non laves pour 1a purification de TGF-g1 1l
est a noter que 12 totalité des manipulations est realisée a 4°C pour limiter les
pertes d'activité par dénaturation, protéolyse, développement microbien ...} Lé
choix des fons phosphate dans le tampon de lyse - extraction/equilibrage
(phosphate de sodium 10 mM, pH 7,4) est 1ié & leur propriété protectrice des
protéines en méme temps qu'un bon pouvoir tampon & falble concentration. La
premiére étape chromatographique d'échange de catfons sur COOH-Spherodex
est basée sur des resultats de travaux précédemment realisés au laboratoire.
Une evaluation antérieure de capacité du support a demontré une injection
possible de 57 | de PRP (plasma et plaquettes)/1 de support, soit environ {rois
cent concentrés plaquettaires pour 1a colonne utilisée. Une faible proportion de



150

TGF-B1 (2,7% de T'activité TGF-BI injectée, élution AlAC) est retenue sur le
support. La seconde étape chromatographique d'échange d'antons est reéalisée sur
QAE-Sephadex (Pharmacia LKB Biotechnology) dans 1a méthode originale de
purification du PD-ECGF/L-TGF-B1. Du fait de l'utilisation de Q Sepharose Fast
Flow, une étude des conditions d'élution (concentration en NaCl) du L-TGF-B1 a
demontré que celie-ci est maximale a 300-400 mM de NaCl en tampon phosphate
de sodium 10 mM, pH 7,4, En conséquence, une premiére élution a été réalisée a
concentration de NaCl 200 mM permettant 1a desorption presumée du PD-ECGF
Le L-TGF-B! est elue a une concentration de NaCl S00 mM. Une concentration du
L-TGF-B1 est effectuée par précipitation au sulfate d'ammonium & pH neutre
ouvrant la voie a une chromatographie d'interaction hydrophobe (en milieu
sulfate dammonium) dans 1a méthode de purification originale du L-TGF-B!.
Orientant le schéma vers la purification de TGF-B1, une activation du L-TGF-B!
(dialyse contre une solution d'acide acétique | M) intervient a ce stade. |1 s'agit
d'une étape trés importante et critique (le TGF-B1 est libéré de son complexe
donc hydrophobicité a prendre en compte) dont le rendement est le plus faible de
toutes les aufres étapes. L'activation par différentes techniques (dialys

acetique, acidification/neutralisation, addition directe dacide acetique et
extralt de Conej, en presence ou non de BSA 1 mg/ml, a demontré que Faddition
directe d'acide acetique jusqu'a une concentration de 1M ou la dialyse contre une
solution dacide acétigue 1M (sans BSA) sont les méthodes les plus
performantes. MMais la dialyse présente l'avantage d'éliminer les sels résiduels
yophilisation) ainsi que 1es petits peptides générés (parmi les contaminants
potentiels). Une étape de filtration sur gel termine le schéma de purification du
TGF-B1. Le bilan de purification est incomplet (concentration protéique trop
faible dans 1a fraction filtration sur gel) et le rendement final de purification
est estimé g seulement 1,7%. La qualité (SDS-PAGE) de 1a préparation est
satisfaisante compte tenu de la simphcité et de 1a rapidite de la methode I¢i
encore, des contaminants (surtout de petit PM) sont en cause Une fentative
damehoration de 1a qualite de la preparation par chromatographie en phase
inversee sur support Pro RPC n'a pas donné de résultat significatif. Etant donne
la distribution des PM (SDS-PAGE) des différents éléments de la fraction
filtration sur Biogel P-60, une filtration sur gel type HPLC a €té envisagée.
Disposant au faboratoire du support 100 DIOL, un essai de filtration sur gel FPLC
a été ponctuellement effectuée. Trois pics ont été observés mais leur analyse
(SDS-PAGE) n'a pu étre effectuée du fait de leur faible concentration proteique.
Compte tenu de la quantite non negligeable de protéines mise en jeu, il est
certain qu'une bonne partie de celle-ci s'est adsorbee par interaction hydrophobe
sur le support. Un second essai de chromatographie en phase inversée a été
tenté. Une séparation trés effective du TGF-B1 de ses contaminants a été
observee conduisant a une préparation de trés haute qualité.
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3.5 Immunopurification du TGF-B1

L'immunopurification du TGF-B1 était un des objectifs de ce travail. 11 est
a noter que 1a concentration des anticorps immunopurifiés pour 1a préparation
de Timmuno-adsorbant a conduit a une précipitation non négligeable des igG
dont 1l faut temir compte pour envisager le taux de couplage. Un rendement de
fixation moyen de 73% a eté obtenu avec un taux de couplage satisfaisant de 3,6
mg/mi de gel L'utihsation de glycine comme agent de saturation des sites
libres (aprés couplage des anticorps) présente lavantage dune molécule
retativernent plus hvdrophile que Téthanolamine mais fmpligue 1a fixation de
charges négatives par le grouperent -COOH de cet acide aminé. Differentes
préparations de TGF-B1 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 a
la matrice saturée. La connexion possible d'une étape dimmunopurification au
cours d'une purification du TGF-B1 a été vérifiee en utilisant des fractions
purifiees, dérivées de la methode neutre, Une telle étape trouve sa place non pas
en amont d'une purification mais a partir d'une preparation pré-purifiée En
effet, Immuno-adsorption semble "genee” lors de Tutilisation dun extrait
encore trop bruf

Un extrait neutre activé a été préparé a partir d'un grand nombre de
concentrés pour disposer d'une quantité potentielle, suffisante de TGF-B1.
L'efficience d'adsorption de 83% n'a pas semblé démontrer une saturation de la
colonne. Un lavage a forte force ionique a été effectué pour éliminer des
adsorptions non spécifiques (type ionique) toujours possibles. Une faible
quantité de TGF-B1 a été désorbée (1% du TGF-B1 adsorbé). Les élutions glycine
acide et thiocyanate de sodium chaotrope démontrent l'efficacité de 1'élution
glycine acide (8,5% du TGF-B1 adsorbé) mais celle-ci est completée par le
thiocyanate de sodium (0,09% du TGF-B1 adsorbé). En conséquence, cetle
derniére a été appliquée par 1a suite. Au total, seuls 9,7% du TGF-B1 adsorbé a
été élué. Le rendement final d'immunopurification (fraction glycine) a été
estimé & 7% Les élutions glycine acide et thiocyanate de sodium (molarité
conséquente et caractére chaotrope) possédent l'avantage de placer d'emblée le
TGF-B 1 dans un environnement favorable a ce facteur de croissance.

Une matrice activee, saturee par 1a glycine, a permis de demontrer des
adsorptions non spécifiques de proteines, par application d'un extrait de Cone,
dont 1'élimination léve une certaine géne dans I'immunopurification (ou l1a
guantification de I'activité TGF-B 1) dont I'efficacité d'immuno-adsorption et le
rendement d'immunopurification passent de 72 & 96% et de 1 a 14%, la
proportion de TGF-B1 éluée par rapport a celle adsorbée passant de 1,53 13%. La
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perte de TGF-B 1 entrainée par cette pré-adsorption non spécifique n'est pas trop
importante (estimée a 1%).

Des fractions derivees de la pumification du TGF-B1 selon la methode
neutre ont eégalement ete utihisees L'efficience dimmuno-adsorption, le
rendement d'immunopurification et la proportion de TGF-B! éluee semblent
augmenter avec le degré de purification de la préparation injectee En effet, La
fraction precipitation au sulfate d'ammonium conduit a des valeurs respectives
de 92, 64 et 69% alors que pour la fraction filtration sur Biogel P-60 (en
presence de BSA), 11 s'agit de G0, 75 et 83,5%. Cette derniere fraction a permis
de démontrer une adsorption non spécifique de la BSA au support dimmuno-
affinité (15%) mais surtout a la matrice activée, saturée par la glycine, (10%).
Cela est peut &tre dd a la capacité de fixation de petites molécules par la BSA
(dont les acides aminés comme 1a glycine).

L'analyse  SDS-PAGE  avec  coloration argentigue et Je  test
dimrmunoblotting permettent de constater un certain relargage des anticorps
tet/ou fragments) dans les preparations de TGF-i immunopurifié, Les autres
proteines contaminantes, majeures se situent a des PM d'environ 55 et 30 kDa
mals surtout au niveau de petits PM. 11 est certain que la qualité des
préparations de TGF-B1  est améliorée par ['étape de chromatographie
dimmunopurification mais qu'au moins une étape postérieure est nécessaire. Un
essal ponctuel de chromatographie en phase inversée sur support ProRPC ameéne
a penser gu'une telle étape additionnelle ne posera pas grand probléme guant :
son efficacite, Dans notre cas, une effictence d'adsorption de 81% mais un faible
rendement de 27% ont été evalués. Bien que 1a qualite de 1a préparation soit
amelioree, des contaminants de petit PM sont encore présents

Les efficiences dimmunc-adsorption, rendements d'immunopurification
ont été évalués par dosage biologique du TGF-B1 et les remarques concernant la
validité des "concentrations d'activité TGF-B1" mesurées, faites au début de
cette discussion, sont bien sUr valables pour cette partie. Néanmoins, un aspect
différent s'y ajoute. En effet, les anticorps (et/ou fragments) relargués au cours
de la chromatographie d'immunopurification pourraient amener des inhibitions
ou modulations d'activité additionnelles. Les faibles proportions de TGF-f1
¢luées par rapport au TGF-B1 adsorbé appuient ces remarques. De méme, 1'étape
de pré-adsorption non spécifigue d'un extrait de Cone semble lever de telles
inhibitions ou modulations et ceci d'une fagon tout a fatt significative.
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L'immunopurification des facteurs de croissance n'est, semble-t-il, pas
tres presente dans la htterature Harper er coll (1987, 67) ont rapporte
Futihisation de la chromatographie dimmuno-affinité (anticorps monocional)
pour fa purification d'EGF urinaire, humain La preparation d'EGF soumise a
immunopurification a éte réalisee par chromatographie d'échange danions (en
batch), précipitation a 1'éthanol et une nouvelle chromatographie d'échange

danions. 11 est a noter qu'il n'a pas été possible d'adsorber I'EGF sur le support
dimmuno-affinité aprés la premiére chromatographie d'échange d'anions car 11 a
gle nécessatre d'éliminer, au préalable, les sels insolubles, leg protéines
denaturees et nigments L'élution a eté effectuée par une solution d'acide
acefigue 1 1M, conduisant a un rendement d'immunopurification d'environ 57%.

Ce méme type d'elution, plutot drastique, a ete egalement appliquee par
Nishikawa et coll. (1987, 133) pour une purification similaire d'EGF urinaire,
humain. Les auteurs signalent que la colonne peut étre réutilisée cing fois sans
altérer 1a capacité d'immuno-adsorption,

Un autre exemple dimmunopurification (anticorps maonoclonaux) de
facteurs de crofssance est celut de 1a pur mcaf on selective de deuy des trois
dimeres de PDGF (AB et BB) humain d'origine plaquettaire decrite par Hart et
coll (1990, 69) Un extrant neutre, defibrine (trois congelations/décongelations)
de concentres plaguettaires perimes a ete realise avant une chromatographie
d'échange de cations. Puis, I'etape de chromatographie d'immuno-affinité a été
entreprise avec une élution type glycine acide. La purification est términée par
une étape finale de chromatographie HPLC en phase inversée.

Dasch et coll. (1989, 41) ont rapporté 'immunopurification (anticorps
moneccionaux) de TGF-B2 a partir d'un extrait d'os bovin purifié par filtration sur
gel et chromatographie d'échange de cations. L'élution a été effectuée par une
solution de glycine acide et le TGF-B2 éJué, soumis a une étape finale de
chromatographie HPLC en phase inversée. Les auteurs soulignent gu'en utilisant
yne telle immunopurification, il a été poss?ble d'é!immer un contaminant de
pet!f PM- co-eluant avec e TOF-BZ lors de l'etape de chromatographie HPLC en
phase fnhversée,

Les methodes de purificabion du TGF-B1 humain dorigine plaquettaire
publiées dans 1a litterature sont essentieflement les méthodes déecrites par -

- Assofan et coll. (1983, 6) ; Assoian (1987, 7)
- Cone et coll. (1988, 36)
- Van den Efjnden-Van Raal | et coll. (1988, 186)

Les trois méthodes font appel a une extraction acide donc d'emblée 2
une purification de TGF-P1 (forme active) ainsi gua une technique
chromatographique performante mais sophistiquée : la
chromatographie HPLC en phase inversée. || est a noter que Assoian (1987,
7) décrit une adaptation de sa methode a une purification importante portant sur



portant sur deux cent cinquante concentrés. Van den Eijnden-Van Raaij et coll
(1988, 186) adoptent une demarche Interessante fout en se referant a 1a
methode d'Assolan (extrart ajcool acide, precipitation ethanol/ether, filtration
sur qel et chromatographie en phase inversee HPLC) Apres 'etape de filtration
sur gel, une chromatographie HPLC d'échange de cations en milieu sahin volatil
(acétate dammonium) permet 'éhimination de protéings contaminatrices de
petit PM par éiution retardee du TGF-B 1. Ce type de sel volatil est appréciable
vis a vis de T'urée 8 M utiiisée par Assoian dans la seconde étape de filtration
sur gel. Une concentration sur cartouche phase inversée et une chromatographie
en phase inversée terminent 1a purification. L'originalité de 1a méthode réside
dans le fait qu'elle est réalisée a pH acide, en utilisant des solvents ou sels
volatils (concentration par/et lyophilisation aisées) en conditions stériles
(tests biologiques) Les rendements sont decrmifs comme dix a vingt fo1s
meilleurs que pour les autres methodes : 800 pg de TGF-f1/quarante concentres
plaquettaires laves

Pour ce qui concerne la source, l'utilisation des culots plaquettaires
est certainement préférable au PRP (sans retentissement notable sur les
gquantités de facteurs de croissance par pertes dues & une activation
plaguettaire) pour uné purification plus aisée (volume moins fmportant, pas
de dilution dans le plasma trés riche en protéines). Par contre, le nombre de
concentres mis en jett a son importance et de grands fractionnements sont
preferables  Lorsque les trois methodes dextraction utilisees durant 13
realisation de ce travail (Assoian, Cone et extraction neutre) sont comparees, 1l
apparait que I'extraction éthanol acide de Cone est la plus efficace (7 102
ng de TGF-B1/deux cents poches) tout en demontrant la meilleure activite
spécifique (4000. 1070 mg/mq). La précipitation éthanol/éther y faisant suite
dans 1a methode d'Assoian présente I'inconvenient d'utilisation d'ether (solvent
onereux) qui demanderait un materiel adapte et protege. Ces deux technques
dextraction acide placent demblee la purification dans l'optique de |a
préeparation de TGF-B1 (forme active) 11 serait , peut étre, alors possible
denvisager un schema de purification des deux facteurs de croissance
cationiques - PDGF et TGF-B1 mais cela impliquerait une certaine co-
purification L'utilisation du support COOH Spherodex (IBF-Biotechnics) serait
une alternative du fait de I'éjution différentielle du PDGF dans la solution de
régénération NaCl 1 M et de celle du TGF-B1 dans la solution de régenération
finale AlAc. La qualite du TGF-p1 ainsi obtenu demande (au moins) une étape de
purification additionnelle La chromatographie en phase inversee savere etre 13
plus utilisée et performante. [1 nous a été possible de juger les performances
d'un systéme de chromatographie HPLC en phase inversee C4 et il semble gu'un
tel matériel soit un passage obligé pour la production et l'analyse de
protéines hautement purifiées tels les racteurs de croissance, qui
plus est, a 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 |a
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plaguettaire permettrait la purification de PDGF, de PD-ECGF et de L-TGF-B1I
et/ou TGF-BI. L'extraction des plaquettes en mileu neutre conserve les
caractéristigues biochimigues différentes du PDGF (cationique) et du L-TGF-B1
(anionique) ainsi que la possibilité de préparation d'un troisieme facteur de
croissance, le PD-ECGF. 1 est alors possible de connecter les résultats des
travaux du taboratoire sur 1a purification du PDGF par T'introduction du support
COOH-Spherodex en amont de purification. L'etape sufvante de chromatographie
d'échange d'anions entraine 1a purification différentielle du PD-ECGF et du L-
TGF-B1 11 reste, cependant, un travail damehioration d'efficacité de cette etape
car le rendement (L-TGF-B1) en est faible (32%). La précipitation au sulfate
dammonium est une technique de concentration efficace du L-TGF-B!. A ce
stade, deux orientations s'offrent au purificateur . L-TGF-B1 ou TGF-B1. Le choix
de 1a purification du TGF-B1 pose le probléme de son activation. 11 s'agit, pour
ie moment, du point faible du schéma de purification en raison de son
rendermnent trés faible. Le rendement de I'étape de filtration sur gel est
egalement assez falble. Une collecte plus large permettrait, peut étre, une
amélioration (mafs avec une balsse de 1a qualité de la fraction). Ict, encore, les
performances d'une chromatographie HPLC seratent fort utiles. Une filtration
sur gel ou une chromatographie en phase inversee conclurait cette preparation
de TGF-B1 Une autre possibilté interessante serait dinclure une etape de
chromatographie d'eéchange de cations en mileu acide et sels volatils comme le
decrivent  Van den Eijnden-Van Raat] et coll apres Jlactivation Les
contaminants de petit PM pourraient étre ainsi éliminés.

Conclusion générale - Perspectives

Cette etude doctorale nous a permis dassimiler des techmques de base
(et d'autres plus pointues) du travall de recherche ainsi que des élements
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 délicate mais & combien passionnante. Les résultats
produits peuvent étre considérés comme une base de travail pour la mise au
point finale d'une méthode de purification du TGF-B1 et/ou, mieux encore, d'un
schéma de purification plus global de facteurs de croissance humains
d'origine plaquettaire. Cette purification pourraft englober aussi bien :

- la proteine-réactif TGF-B1 (malgré une concurence avec 13
recombinaison génétique) ,

- le complexe protéique L-TGF-B1 a visées recherche fondamentale
et therapeutique potentielle

- la production danticorps poly- et/ou monoclonaux correspondants
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des objectifs trés importants qui déboucheront certainement. vers 1a
connaissance des phénoménes de régulation de la crolssance et de
differenciation normales et pathologiques des cellules Le geme biologique
fournirait donc des “outils® en ce sens. La poursuite de l'efude de I3
localisation immunohistochimique du TGF-P serait une des applications
de ces outils Pour ce qui concerne les autres applications du TGF-B1, ou plus
generalement des facteurs de croissance plaquettaires, 11 semble quil
apparaisse une nouvelle vole vers leur utilisation, sous forme dassociation
multiple de molecules pius ou moins purifiges, dans les milieux de culture a
composition dite définie et dans 1'aide a 1a cicatrisation.

La compréhention des mécanismes d'activation et daction du TGF-B sont
}.
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CONTRIBUTION A LA PURIFICATION DE FACTEURS DE CROISSANCE
HUMAINS D'ORIGINE PLAQUETTAIRE : LE TRANSFORMING GROWTH
FACTOR-BETA 1 (TGF-B1)

RESUME

Apres etude antigénigue de la séguence primaire du TGF-B 1 par prediction
d'épitopes continus, un peptide synthétigue C terminal (C-91-106) a éte utilise
pour la production danticorps polyclonaux chez le lapin. Ces anticorps
caracterises par diverses méthodes (ELISA, immunoblotting ..) ont ete purifiés
par chromatographie dimmuno-affinite et utilises en immunohistochimie et
pour 1immunopurification du TGF-B1 humain d'origine plaquettaire. D'autres
methodes de purification, principalement chromatographiques, ont ete
experimentees pour isoler le TGF-B1 dans la perspective d'un schema de
purification, plus global, d'autres facteurs de croissance humains dorigine
plaguettaire

MOTS-CLES . Transforming Growth Factor-Beta (TGF-B), anticorps polyclonaux,
purification, immunopurification
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