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RESUME

L’application de différents procédés de chromato-
graphie a permis d’isoler une hormone a activité so-
matotrope et mammotrope a partir d’extraits coty-
lédonnaires fcetaux de bovins. Pour identifier cette
hormone au cours des différentes étapes de la puri-
fication, nous avons dosé son activité prolactinique et
somatotrophique en utilisant la technique des radio-
récepteurs. L’hormone purifiée présente une activité
prolactinique comparable & celle du standard PRL-
NIH-B4 et une activité somatotrope égale a trois fois
celle du standard GH-NIH-B18.

INTRODUCTION vage des normes de production tres éle-
vées. Ces derniéres ne peuvent étre at-

Au cours de ces derniéres années, les teintes qu’au prix d’un contrdle trés strict
conditions économiques imposent & [’éle- de la fertilit¢ du troupeau. Maitrise du

(*) Ces recherches ont été subsidiées par I'LLR.S.I.LA,, rue de Crayer 6, B - 1050 Bruxelles.

(**) Cette hormone est déja connue sous le nom de <« Bovine Placental Lactogen (B.P.L.)» ou
« Bovine Chorionic Somatomammotropin (B.C.S. ». Nous préférons I'appellation <« Hormone
Placentaire Somatotrope et Mammotrope (H.P.S.M.) qui tient compte de la dualité de l'activité
hormonale.

Manuscrit déposé le 30-9-1980.
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cycle, repérage des chaleurs, examen pé-
riodique des organes génitaux, diagnostic
précoce de la gestation sont autant de
pratiques qui doivent entrer dans la ges-
tion quotidienne de Iexploitation. Le
diagnostic précoce de la gestation est
posé soit par le dosage de la progestérone
dans le sang ou le lait soit par le fouiller
rectal.

La premiére méthode est basée sur la
détermination du taux de la progestérone
du 21* au 23¢ jour aprés la fécondation.
En effet, si I'animal est gestant, le corps
jaune cyclique se transforme en corps
jaune gestatif et le taux de progestérone
reste élevé dans le sang et dans le lait.
Si au contraire, I'animal n’est pas gestant,
le corps jaune cyclique subit la lutéolyse
et le taux de progestérone rejoint son
niveau de base. II faut évidemment tou-
jours effectuer la prise de sang ou de lait
au moment ol 'animal supposé gestant
devrait normalement revenir en cstrus
soit ’espace d’un cycle apres I'insémina-
tion ou la saillie.

Parmi les avantages de cette techni-
que, il faut citer :

— la précocité, car le diagnostic peut
étre posé 22 jours apres la féconda-
tion

— un pourcentage d’exactitude assez
élevé : 70 a 80 % pour les résultats
positifs, ~t 99 % pour les résultats
négatifs

— la facilité de réalisation.

Le fouiller rectal permet de poser le
diagnostic de gestation a partir du 45*
jour chez la génisse, et dés le 60° jour
chez la vache, et il offre en outre la pos-
sibilité d’apprécier le moment de la ges-
tation. Le pourcentage d’erreur de ce

diagnostic est trés faible, mais I'inconvé-
nient majeur de cette technique réside
dans P’obligation d’immobiliser les ani-
maux, surtout lorsqu’il s’agit de trou-
peaux maintenus en liberté.

La solution idéale serait de trouver un
moyen de diagnostiquer la gestation chez
la vache sans devoir tenir compte du
moment de la saillie et exigeant un mini-
mum de manipulation des animaux. C’est
pourquoi, nous avons développé un pro-
gramme de recherches visant a identifier
dans le sang une protéine spécifique de la
gestation. En effet, il est bien établi
qu'une fois la fécondation réalisée, I'ceuf
se divise activement et trés tot il sort de
la membrane pellucide. Dés ce moment,
le trophoblaste se développe rapidement
pour donner naissance au placenta. Ce
dernier joue un rdle trés important dans
le développement ultérieur de la gesta-
tion. Il sert d’organe de fixation et de
nutrition du feetus, il intervient en outre
comme glande endocrine. A ce titre, il
sécrete des hormones stéroidiennes et
polypeptidiques. Parmi ces derniéres, il
serait trés intéressant d’isoler chez la
vache, I’hormone qui constitue le signal
embryonnaire. En effet, pour que la ges-
tation puisse se poursuivre il faut qu'au
17¢-18¢ jour aprés la fécondation, I'em-
bryon signale sa présence au corps jaune
de fagon & empécher la lutéolyse. La mi-
se en évidence de ce signal permettrait
d'établir un diagnostic trés précoce de la
gestation. Rappelons toutefois qu’actuel-
lement ce domaine reste peu exploré chez
la vache.

Plus tard au cours de la gestation, le
placenta produit une hormone a la fois
somatotrope et mammotrope qui comme
son nom lindique posséde deux tropis-
mes essentiels : elle exerce son activité
sur les fonctions de croissance et de
lactation.



Elle a été isolée pour la premiére fois
par Bolander et Fellows (1976) ensuite
par Roy et Coll. (1977) et enfin par
Hayden et Forsyth (1979). Dans un pre-
mier temps, nous avons dirigé nos recher-
ches sur I'isolement de cette protéine.

MATERIEL ET METHODES

1. Dosages permettant de suivre Pacti-
vité hormonale durant les différentes
étapes de la purification

Pour repérer I'hormone native dans les
différents extraits et les différentes fractions
obienues en cours d’isolement, nous avons
retenu une technique de dosage par com-
pétition entre I’hormone marquée et non
marquée (froide) pour la liaison a un type
donné de récepteurs membranaires. Tenant
compte de la double activité de 'hormone
rechérchée, nous avons utilisé simultanément
deux dosages différents, celui de la prolac-
tine : PRL-RRA et celui de I'hormone de
croissance : GH-RRA. Ceux-ci ont été réa-
lisés selon les techniques décrites par Shiu
et Coll. (1973) et par Tshushima et Friesen
(1973) auxquelles nous avons apporté quel-
ques modifications.

En résumé, les opérations sont réalisées
de la maniére suivante :

a) Préparation des récepteurs membra-
naires

Les glandes mammaires et le foie sont
prélevés sur des lapines en fin de gestation
ou quelques jours aprés la parturition. Les
animaux recoivent une injection sous-cuta-
née de 2 mg de Bromocryptine (Parlodel
Sandoz®) 36, 24 et 12 heures avant le
prélevement (Djiane et coll. 1977). Directe-
ment aprés l'euthanasie, les glandes mam-
maires et le foie sont disséqués, divisés en
fragmeats de 10 g. et stockés a — 20°C.
Pour la préparation des récepteurs propre-

* Nous remercions la firme Sandoz qui nous
a fourni gracieusement le Parlodel.
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ment dits, les opérations sont réalisées en
maintenant la température aux environs de
0°C. Les tissus sont dégelés et homogénéisés
pendant 6 fois dix secondes au moyen d’un
broyeur mécanique de typs Ultra-Turrax a
la vitesse de 20.000 tours/minute dans une
solution Tris HCI1 0,025M ; MgCl1, 0,01 M;
pH 7,6 sucrose 0,3 M et dans un rapport
poids/volume de 1/5. La solution est centri-
fugée & 15.000 g pendant 20 minutes puis
le surnageant est repris et centrifugé a nou-
veau a 35.000 g pendant 5 heures a 4C. Le
culot est homogénéisé en tampon Tris HCI
0.025 M ; MgCI, 0,01 M ; pH 7,6 au moyen
d’un broyeur de type DOUNCE (508 ) et
dilué de maniére a obtenir une concentra-
tion en protéines approximative de 15 mg/
ml.

Le dosage des protéines est réalisé selon
la technique de Lowry et coll. (1951) apres
solubilisation de la suspension en faisant
agir durant 30 minutes du sodium dodecyl
sulfate a la concentration de 75 pg/ml. La
préparation est enfin répartie par fractions
de | ml et conservée & — 20 °C.

b) Marquage des hormones

La prolactine PRL . NIH - B4 * et I'hor-
mone de croissance GH-NIH-B18 * sont
utilisées a la fois comme traceur et comme
standard de référence.

Le marquage a I'iode 125 est réalisé selon
la technique a la lactoperoxydase de Thorell
et Johanson (1971). En résumé, les opéra-
tions se déroulent de la maniére suivante :

la réaction s’effectue dans un tute en poly-
styréne de 8 x 40 mm.

A 25 pg d’hormone diluée dans 25 pl de
tampon phosphate sodico-potassique 0,05 M
pH 7,5 on ajoute successivement : -

— 25 pl de tampon phosphate sodico-potas-
sique 0,5 M pH 7,5

— 10 ul d'Nal 1?3 correspondant & 1 milli-
curie (Amersham IMS 30)

— 10 pl de lactoperoxydase (0,5 yg) Boeh-
ringer (160 U/mg) diluée en tampon

* Nous remercions le « National Institute of
Arthritis, Metabolism and Digestive Disea-
ses» et le « College of American Patholo-
gists » qui nous ont aimablement fourni ces
hormones.
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phosphate sodico-potassique 0,05 M;
pH 7.,5.

— 5ul d'H,0, a la concentration 1/30.000
(perhydrol Merck)

— puis la solution est agitée doucement
pendant 2 minutes

— nouvelle addition de 5pl d'H0, &
1/30.000

— agiiation pendant 2 minutes.

Enfin, les produits du marquage sont dé-
posés en haut d'une colonne (10 x 350 mm)
de Sephadex G-75 (Pharmacia) préalable-
ment équilibrée en Tris HC1 0,025 M;
MgCl1, 0,01 M; pH 7,6; 0,1 % bS.A.
(albumine sérique bovine, fraction V de
Cohn).

La colonne est lavée avec le méme tam-
pon et I'éluat est collecté en fractions de
1 ml qui sont immédiatement diluées 10 fois
et congelées 4 — 20°C. Pour les dosages,
on n'utilise que la fraction donnant le pour-
centage de liaison spécifique maximum en
présence d’'une suspansion de récepteurs
correspondant & 1 mg de protéines. En géné-
ral, aussi bien pour la prolactine que pour
I'hormone de croissance, le pourcentage de
liaison spécifique de ’hormone marquée aux
récepteurs par rapport a Ia quantité totale
de traceur mise en présence dépasse 25 %.

¢) Dosage proprement dit

— Le tampon Tris HC1 0,025 M ; MgCl,
001 M; pH 7,6; 0,1 % bS.A.;
0,01 % de sulfate de néomycine est uti-
lisé pour toutes les dilutions.

— Le dosage est réalisé dans des tubes en
polystyréne ayant les dimensions sui-
vantes : 13 x 70 mm.

— Le volume d'incubation est toujours de
500 pl.

— Les réactifs sont ajoutés dans I'ordre

suivant :

— 100 pl de standard de référence ou
d’extrait & doser

— 200 pl de tampon

— 100 ¢l d’hormone marquée (traceur)
bGH* ou bPRL* correspondant a
15.000 cpm

— 100 pl de la suspension de récepteurs
correspondant environ 3 une concen-
tration de 125 pg de protéines.

Ensuite les tubes sont incubés durant la
nuit (16 & 20 heures) 2 température am-
biante.

Aprés quoi, le milieu est dilué par 1'addi-
tion de 3 ml de tampon froid (4°C) et les
tubes sont immédiatement centrifugés a
2.000 g pendant 20 minutes (4°C). Le culot
est 2 nouveau lavé par 3 ml de tampon,
centrifugé et enfin sa radioactivité est déter-
minée au moyen d’un compteur de scintilla-
tion gamma.

2. Mise au point d’une colonne d’affinité
antialbumine sérique bovine

a) Production d’un antisérum antialbu-
mine sérique bovine

Trois lapins, 4gés de 5 & 6 mois, ont été
immunisés suivant les techniques de Ross
et coll. 1971 et Vaitukaitis et coll. 1971 au
moyen de 500 pg de b.S.A. (Boehringer n°
238040) diluée dans 500 pl de NaCl 9 %o
et 500 pl d’adjuvant complet de Freund
(Difco).

Les injections ont été répétées 3 fois, i
2 semaines d'intervalle, puis trois mois aprés
la premiére immunisation, les lapins ont été
sacrifiés et le maximum de sang récolté. Le
sérum obtenu (50 2 70 ml) a été titré selon
la technique d’Ouchterlony (1948).

Comme les trois antisérums avaient des
titres équivalents, nous les avons mélangés.
Les gamma globulines ont été précipitées
par le sulfate d'ammonium (Kerwick R.A.
1940) puis purifiées par chromatographie
sur DEAE- Sephadex A -50 (Pharmacia) en
acétate de sodium 0,05 M ; pH 5.

b) Activation du Sepharose 4B

Le Sepharose 4B a été activé au bromure
de cyanogéne selon la technique de Axen et
coll. (1967). Les opérations se déroulent
comme suit :

— 50 g. de CNBr sont solubilisés dans
2 litres d’eau désionisée sous agitation
constante (* 20 430 min.).



— 175 ml (environ 50 g.) de Sepharose
4B (Pharmacia) sont ajoutés en une fois.

— Le pH est amené entre 10 et 11 et main-
tenu dans cette zone par addition conti-
nue d’une solution 0,2 M de NaOH (en-
viron 500 ml) pendant une période de 5
a 6 minutes.

— Le Sepharose 4B est lavé sur un filtre
en verre fritté au moyen d’eau désionisée
froide (5 litres). .

— ensuite par de I'acétone 50 % (5 litres)

-— enfin au moyen du tampcn NaHCO,
0,1 M; NaCl 0,5 M ; pH 8 (10 litres).

c) Couplage des gamma globulines au
Sepharose activé

Les protéines & coupler diluées dans le
tampon NaHCO; 0,1 M; NaCl 0,5 M;
pH 8 sont mises en présence du Sepharose
4B activé au CNBr dans les proportions de
15 mg. de gamma globulines par 5 ml de
gel. La solution est maintenue sous rotation
lente (25 tours par minute) pendant 24 &
36 heures a 4°C.

Le Sepharose 4B activé, couplé aux gam-
ma globulines antialbumine sérique bovine
est alors lavé sur un filtre en verre fritté
afin d’éliminer les protéines non couplées
au Sepharcse (+ 15 % en moyenne).
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Ensuite, les sites non occupés sont saturés
par une solution 0,1 M d'éthanolamine
pH 8 pendant 1 & 2 heures puis le gel
est lavé successivement avec du NaHCO3;
0,1 M; pH 8 puis avec du tampon acétate
de sodium 0,1 M ; pH 4 pendant 1 & 2 heu-
res et enfin repris en tampon Tris HCl
0,02 M ; MgCl, 0,005 M; pH 7,5; NaN;
0,02 % et stocké a 4°C. Pour calculer la
capacité de liaison du Sepharose 4B-anti
b.S.A. une colonne de 16 x 125 mm équili-
brée en Tris HCI 0,02 M ; MgCl, 0,005 M ;
pH 7,5 est chargée avec une solution a 100
pg/ml de b.S.A. dans le méme tampon. Le
Sepharose 4B-anti b.S.A. est capable d’épui-
ser 140 ml de solution correspondant au
total 3 14 mg d’albumine soit * 0,6 mg
de b.S.A. par ml de gel.

RESULTATS
a. Extraction

Les utérus ont été prélevés a I’abattoir
et placés immédiatement dans un bac de
glace pour étre ramenés au laboratoire
dans les plus brefs délais. Ensuite, ils ont
été disséqués soigneusement et l'activité
hormonale a été dosée dans les parties

TABLEAU 1. — Dosage de l'activité hormonale et des protéines dans les différentes parties du

placeata *.

éq. PRL-NIH-B4
en mg/kg tissu

éq. GH-NIH-B18
en mg/kg tissu

Protéines extraites
en mg/kg tissu

Cotylédons fcetaux
Cotylédons maternels

25,7
7

76,35
20

40 600
55340

éq. PRL-NIH-B4

éq. GH-NIH-B18

Protéines totales

en mg/litre en mg/litre en mg/litre
Liquide amniotique < 0,02 ** < 0,03 ** 260
Liquide allantoidien < 0,11 ** < 0,19 *# 2920
Plasma fcetal < 0,07 ** < 0,2 ** n.d. ***

* Les dosages ont été effectués a partir de 13 placentas d'dges différents (de 2,5 & 8 mois).
** Plusieurs valeurs se situent en dessous de la sensibilité du dosage.

**% Non déterminé.
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suivantes : cotylédons fcetaux et mater-
nels, liquides allantoidiens et amnioti-
ques et enfin sang feetal. Les résultats
repris dans le tableau 1 indiquent que les
cotylédons feetaux sont les plus riches en
hormone. Ce sont donc ceux-ci qui ont
servi de matériel de départ pour I’extrac-
tion.

Il restait a déterminer quelle époque
de la gestation était la plus favorable
pour le prélévement. Le meilleur moment
se situe apparemment entre le 3¢ et le 7¢
mois (tableau 2), lextrait de placenta
plus jeune est en outre beaucoup trop
visqueux tandis que celui provenant de

placenta plus 4gé contient beaucoup
d’hémoglobine.

En vue de déterminer les conditions opti-
males d’extraction, nous avons réalisé
quelques essais en faisant varier le pH et
le nombre d’extractions (tableau 3). Pour
les extractions ultérieures, nous avons
appliqué le procédé n° 6 qui donne le
meilleur résultat si on considére la quan-
tité d’hormone extraite par rapport a la
durée des manipulations.

Ces premiers résultats nous ont per-
mis d’établir un plan d’extraction défini-
tif dont voici les différentes phases. Tou-
tes les opérations sont réalisées a =4 °C.

TABLEAU 2. — Teneur hormonale des cotylédons feetaux en fonction du moment de la ge:tation.

Age du feetus Eq. PRL-NIH-B4

Eq. GH-NIH-B18 Protéines extraites

en mois en mg/kg en mg/kg enu;l?;v/rl:g
2,5 23 75 39 400
2,5 17,5 75 28 000
2,75 14,5 — 22700
2,9 18 57,5 34900
3 15 — 29 600
3 23 120 41 000
3,6 23,5 90 40 200
4,5 25 52,5 30 400
5 40 -— 45 500
7 (jumeaux) 28.5 57 47 800
8 34,5 85 87 200

Trois a cinq kilos de cotylédons fce-
taux sont lavés avec une solution de
NaCl 9 Y%, pour éliminer le sang puis
broyés dans une machine a hacher la
viande (modéle de ménage). Ensuite, ils
sont homogénéisés dans un broyeur de
type Sorvall (1,2 litre) a la vitesse de
12 000 tours par minute pendant 30 se-
condes dans du tampon NH,HCO; 0,1 M

ajusté a pH 9,5 avec du NH,OH. La pro-
portion du tissu par rapport au tampon
est.de [/5:(poids/volume).

La suspension de tissu broyé dans le
tampon est agitée durant la nuit puis cen-
trifugée a 13 000 g pendant 40 minutes.
Le liquide surnageant est récupéré avec
soin et le culot est éliminé.



TABLEAU 3. — Teneur hormonale des cotylédons en fonction du procédé d'extraction.

Quantité d’hormone extraite en mg/kg de cotylédons

Total
ext. 1 4 ext. 2
éq. GH* ¢éq. PRL* éq. GH* éq. PRL* éq. GH* éq. PRL*

pH pH 1¢v extrait 2¢ extrait

No Procédé d'extraction utilisé
Ive extract. 2+ extract.

1 en CH.COONH, 5 — 3,6 1,3 —_ —_— 3,6 1,3
2 en CH.COONH, puis en NH,HCO, 5 9,5 33 1.5 19 6 22,3 7,5
3 en CH:.COONH, puis en NH,HCO, 6 9.5 46 18 52,5 19,5 98,5 37,5
4 en CH,COONH, puis en NHHCO, 6 10,5 44,7 17,6 55 18 99,7 35,6
b en CH.COONH, puis en NH.HCO; 6,5 9,5 55,5 21 52 14 107,5 35
6 en NH.HCO, 9,5 _— 78 29 —_— — 78 29
7 en NH.HCO, 9,5 9,5 82 25 31 13 113 38
8 extraction en NHHCO, 9.5 — 71 27 —_ —_ 71 27

de cotylédons lyophilisés

éq. GH* = éq. GH-NIH-B18
éq. PRL* = éq. PRL-NIH-B4

16§



TABLEAU 4. — Teneur hormonale au cours des différentes étapes de lisolement.

Etape de l'isolement Protéines Activité hormonale Récupération

totales de P'activité Facteur

(Lowry) éq. PRL-NIH-B4 éq. GH-NIH-B18 hormonale d’enrichissement

en mg en mg en mg en %
1 kg cotylédons feetaux
extraits NH,HCO; 0,1 M ; pH 9,5 42 500 28,5 85 100 1
Précipité 65 % (NH,).SO, 8 500 14,9 40 48,3 2,4
DEAE-Sephadex A-25
Fraction 11I (0,1 M) 1390 8 234 27,6 8,46
Phenyl-Sepharose CL-4B 193 4,3 14,9 16,9 37,2
Blue Sepharose CL-6B 9 2,8 7.8 9,3 433
Anti-b.S.A.-Sepharose 4B nd. nd. nd. nd. n.d.
Matrex Gel Red A 1,4 1,25 4,4 4,9 1510

Les résultats repris dans ce tableau sont exprimés par kg de cotylédons feetaux, ils correspondent a la moyenne de 3 purifications diffé-
rentes portant sur 4,8 ; 4,3 et 3,5 kg de cotylédons.

Le facteur d’enrichissement est calculé en rapportant l'activité spécifique (activité hormonale/protéines totales) de chaque étape de la

purification & celle de 'extrait initial.

n.d. : non déterminé,
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b. Précipitation au sulfate d’ammonium

Des nombreux essais effectués, il res-
sort que les concentrations optimales de
sulfate d’ammonium se situent entre 35
et 65 % de saturation.

Du sulfate d’ammonium sec est ajou-
té doucement et sous agitation constante
pour atteindre 35 % de saturation
(209 g/1).

Aprés 4 heures, les protéines ayant
précipité sont écartées par centrifugation
(10 000 g/30 min) et du sulfate d’ammo-
nium est ajouté au surnageant pour at-
teindre 65 % de saturation (200 g/l).

Apres dissolution compléte du sel, la
solution est abandonnée telle quelle du-
rant la nuit et ensuite centrifugée pour
obtenir le précipité.

Les résultats sont résumés dans le
tableau 4.

c. Dialyse

Le précipité est solubilisé dans un vo-
lume d’environ 4 litres de tampon
NH,HCO; 0,06 M ; pH 9,5 pour 5 kg
de cotylédons soit & une concentration
approximative de 10 mg de protéine par
ml.

La solution est dialysée dans des mem-
branes Visking tubing (20 X 300 wm,
Union Carbide) contre un volume de 20
litres de tampon renouvelé 5 fois a 5
heures d’intervalle. Aprés dialyse, la so-
lution qui ne contient plus de sulfate
d’ammonium est centrifugée a 27 000 g
pendant 120 minutes pour éliminer les
protéines qui ont floculé.

d. Chromatographie sur (diéthylamino-
éthyl) DEAE - Sephadex A.25

Les protéines (50 a 60 g) sont char-
gées sur une colonne (100 X 200 mm)
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de DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia)
préalablement équilibrée dans le méme
tampon (NH,HCO, 0,06 M ; pH 9,5).

Aprés le chargement, la colonne est
lavée avec approximativement 20 litres
de tampon jusqu’'a ce que la densité op-
tique de I’éluat lue & 280 nm soit infé-
rieure a 0,08. Le volume récolté (= 25
litres) constitue la fraction I. Ensuite, la
force ionique du tampon est augmentée
pour atteindre la molarité de 0,075 en
NH.HCO, a pH 9,5. La colonne est
lavée avec environ 20 & 30 litres du nou-
veau tampon jusqu'a ce que la densité
optique (280 nm) de I'éluat soi inférieure
a 0,08. Le volume récolté (== 25 litres)
constitue la fraction II. La force ionique
est 4 nouveau augmentée pour atteindre
la molarité de 0,1 en NH,HCO; 4 pH 9,5.
La colonne est lavée jusqu'a ce que la
densité optique (280 nm) soit inférieure
ou égale a 0,08. Le volume récolté
(= 35 litres) constitue la fraction III.
Enfin un dernier tampon de force ioni-
que NH,HCO, 0,1 M; pH 9,5; NaCl
0,3 M est appliqué sur la colonne pour
éluer le restant des protéines accrochées.
Les dosages des protéines totales et de
Pactivité hormonale sont effectués sur
chaque fraction.

La fraction III contenant le maximum
d’hormone est concentrée dans une cas-
sette Millipore (porosité de la membrane
P.M. 10 000 surface 2 325 cm?) jusqu’a
un volume final de 1000 ml environ
correspondant & une concentration de 8
a 10 mg de protéines par ml.

Les résultats apparaissent dans le ta-
bleau 4.
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e. Chromatographie sur Phenyl-Sepha-
rose CL-4B

Aprés la chromatographie sur DEAE,
les protéines se retrouvent dans un tam-
pon dont la force ionique et le pH sont
relativement élevés, si bien qu'il nous a
semblé logique d’appliquer a ce stade
une chromatographie d’hydrophobicité.
A la fraction contenant I’activité hormo-
nale (DEAE 0,1 M) nous ajoutons du
NaCl a la concentration 0,1 M et du
(NH,).SO, jusqu’a obtenir la concentra-
tion 1 molaire. La solution est chargée
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sur une colonne de Phenyl-Sepharose
CL-4B (Pharmacia) préalablement équi-
librée dans le méme tampon. Ensuite, le
lavage est réalisé selon un gradient li-
néaire 2 X 2 litres ou le tampon A est
du tampon de chargement et le tampon
B du NH,HCO, 0,1 M; NaCl 0,1 M ;
pH 9,5 dilué 2 50 % dans de I’éthyléne
glycol. L’éluat est récolté par fractions
de 25 ml. La densité optique ainsi que la
concentration en activité hormonale sont
déterminées sur chacune des fractions.
Les résultats apparaissent dans la figure
1 et le tableau 4.
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Fig. 1. — Chromatographie sur Phenyl-Sepharose CL-4B.

La colonne (50 X 150 mm) est équilibrée en NH,HCO, 0,1 M; NaCl 0,1 M; (NH,). SO, | M;
pH 9,5. Aprés chargement de plus ou moins 5 g de protéines, la colonne est lavée par 500 ml du
tampon d'équilibration, puis éluée par un gradient linéaire de 2 fois 2 litres; le tampon A est le
tamoon d’équilibration et le tampon B est du NH,HCO, 0,1 M ; NaCl 0,1 M; pH 9,5 dilué 4 50 %
dans de I'éthyléne glycol.

Débit: 120 ml/heure. Température : 4 ¢C.



f. Chromatographie sur Blue-Sepharose
CL-6B

Les fractions riches en activité sont
mélangées puis. concentrées par ultrafil-
tration jusqu’a un volume de 250 ml
(5 mg de protéines par ml). Ensuite, la
solution est traitée par gel filtration sur
une colonne (80 X 200 mm) de Sepha-
dex G-25 Fine pour amener les protéines
en tampon Tris HCI 0,02 M; MgCl,
0,005 M ; pH 7,5.

Une colonne (60 X 200 mm) de Blue-
Sepharose CL-6B (Pharmacia) préalable-
ment équilibrée dans le méme tampon est
chargée avec la solution puis lavée avec
le tampon jusqu’a ce que la densité opti-
que (235 nm) soit inférieure a 0,05. A
ce moment, un gradient linéaire de force
ionique (2 X 2 litres) est établi. Le tam-
pon A est le méme tampon de départ,
tandis que le tampon B est constitué de
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Tris HCI 0,02 M; MgCl, 0,005 M;
pH 7,5 ; KCl1 0,3 M.

Les résultats apparaissent dans la fi-
gure 2 et le tableau 4.

g. Chromatographie d’affinité sur Sepha-
rose 4B antialbumine sérique bovine

A ce stade de la purification, la pré-
paration présente en électrophorése sur
gel de polyacrylamide (Ornstein 1964 et
Davis 1964) une faible bande supplémen-
taire qui correspond a la b.S.A. (Fig. 3).

En immunodiffusion sur gel d’Agar, la
méme préparation présente a partir d’une
concentration supérieure a 50 pg une
zone de précipitation avec I’antisérum
anti b.S.A. Cette contamination relative-
ment faible & 2 % peut néanmoins étre
génante lors de la production d’antisé-
rum. Afin d’éliminer ce contaminant nous
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Fig. 2. — Chromatographie sur Blue-Sepharose CL-6B.
La colonne (60 X 200 mm) est équilibréc en Tris HCI 0,02 M ; MgCl. 0,005 M ; pH 7,5. Aprés
chargement de plus ou moins 0,8 g de protéines, la colonne est lavée par le tampon d'équilibration
puis éluée par un gradient linéaire de 2 fois 2 litres, le tampon A est le tampor dequlhbrauon, le
tampon B est le tampon A additionné de KCI 0,3 M.

Débit : 180 ml/heure. Température 4 °C.
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Fig. 3. — Electrophorése sur gel de polyacrylamide (acrylamide 7,5 % + 2,5 % de bisacryla-

mide dans l'acrylamide) réalisée en tampon glycine 0,5 M ajusté & pH 8,3 avec du Tris. La migra-
tion est poursuivie durant § heures & 10 V/cm et & 4°C.

La figure représente la migration de 3 préparations de H.P.S.M. (315, 321,

échantillons de b.S.A. Boehringer.

avons utilisé I'épuisement par chromato-
graphie d’affinité sur Sepharose 4B anti-
albumine sérique bovine. La production
et fa capacité de liaison de I'immunoad-
sorbant ont été décrites ci-dessus.

Les fractions riches en activité prove-
nant de la colonne Blue-Sepharose sont
mélangées et concentrées par ultrafiltra-
tion (cellule Millipore 70 mm membrane
P.M. 10 000 pression 4 bars) jusqu'a un
volume de 30 ml (2 a 3 mg protéines par
ml).

La solution est traitée par filtration
sur gel de Sephadex G-25 (colonne 15

322) entourée de 2

X 250 mm) et amenée en tampon Tris
HCI 0,02 M ; MgCl, 0,005 M ; pH 7,5.
La colonne anti b.S.A. (6 X 80 mm) est
équilibrée en tampon Tris et lavée abon-
damment, la solution est chargée avec un
débit de 2 ml par heure. Apres lavage du
gel, la solution est chargée directement
sur la derniére colonne.

h. Chromatog}aphie sur Matrex Gel Red
A

A ce stade de la purification, le produit
présente encore une couleur légeérement
brundtre qui est probablement due a la



présence d’hémoglobine. Afin de trouver
un moyen d’éliminer cette protéine nous
avons utilis€é la chromatographie sur
Matrex Gel Red A (Amicon).

La colonne (15 X 100 mm) préalable-
ment équilibrée en Tris HCl 0,02 M ;
MgCl, 0,005 M ; pH 7,5 est chargée avec
la solution (= 40 mg) provenant de
I’épuisement par I'anti b.S.A. Sepharose.
Apreés le chargement, le gel est lavé par
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le tampon de départ puis élué par un
gradient de force ionique (KCl 0,3 M ;
2 fois 500 ml).

Les résultats sont repris dans la figure
4 et le tableau 4.

Les fractions riches en activité sont
mélangées et traitées par gel filtration
sur Sephadex G-25 équilibré en NH,
HCO, 0,01 M; pH 8,5 (NH,OH) puis
lyophilisées.

00———s -250
boH—
MPRUA

3 1200 S

3

-

>

-

£ 5 HSO S

w3 o

- -

~ z

. s s

4 L100 =

:' gradient 10 H

l -

-

-~

24 Ls0 3

20 ) 80 100 120

fraction o (|2ullmho)

~ig. 4. — Chromatographie sur Matrex Gel Red A.
La colonne (15 X 100 mm) est équilibrée en Tris HCl 0,02 M ; MgCL 0,005 M; pH 7,5. Aprés
chargement de plus ou moins 40 mg de protéines, la colonne est lavée par le tampon d'équilibra-
tion puis éluée par un gradient linéaire de 2 fois 500 ml ; le tampon A est le tampon d'équilibration,
le tampon B est le tampon A additionné de KCl 0.3 M.

Débit : 80 ml/heure. Température 4 °C.

DISCUSSION

Les dosages par la technique des radio-
récepteurs de I’hormone de croissance et
de la prolactine permettent de détecter la
H.P.S.M. dans les extraits de placenta et
de suivre lenrichissement de la prépa-
ration en hormone au cours des différen-
tes étapes de la purification. Dans les

deux systémes de dosage, la H.P.S.M. se
comporte de fagon semblable. Elle inhibe
la fixation de I'hormone radioactive
GH * ou PRL * sur le récepteur selon
une courbe non paralléle a celle obtenue
avec les standards respectifs. Par consé-
quent, pour mesurer lactivité de la pré-
paration, nous avons systématiquement
retenu la valeur obtenue pour une inhibi-
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tion de == 50 % de la liaison. Au cours
des différents stades de la purification, le
rapport des deux activités (prolactinique
et somatotrope) reste constant. Ce com-
portement de la H.P.S.M. permet’ d’af-
firmer qu’il s’agit bien de la méme pro-
téine qui possede simultanément la pro-
priété de déplacer la prolactine et I’hor-
mone de croissance de leurs récepteurs
cellulaires.

2

L’extraction a partir des cotylédons
feetaux, riches en hormone a été effec-
tuée en bicarbonate d’ammonium et a
pH basique (9,5). En effet, I'extraction
en pH acide donne de bien moins
bons résultats. Lors de nos derniers es-
sais, nous avons expérimenté avec suc-
cés I’extraction dans le sérum physiologi-
que a pH 7,5. Cette fagon de procéder
permet d’éviter les vapeurs d’ammo-
niaque qui se dégagent des solutions de
NH,HCO..

La précipitation des protéines par le
sulfate d’ammonium a été maintenue
dans le schéma définitif de l'isolement,
parce que cette méthode permet une ré-
duction importante du volume de l'ex-
trait.

Des essais préliminaires de filtration
sur gel avaient fourni des résultats en-
courageants, cependant cette étape n’a
pas été retenue dans le schéma définitif
de purification parce qu'elle était mal
adaptée au traitement de grosses quan-
tités de protéines.

La premiére étape chromatographique
de la purification consiste en une chro-
matographie par échangeurs d’ions. Nous
avons choisi la DEAE-Sephadex A-25
parce que ce gel permet de travailler
avec des débits élevés. Les différents
essais réalisés avec cette résine a pH 7,
8:;8,5;9,5; 10,5, en bicarbonate d’am-

monium ou de glycinate de sodium, en
augmentant la force ionique par étape
ou graduellement, nous ont permis de
sélectionner une méthode procédant par
étapes de force ionique croissante et de
montrer que 'importance du pH de tra-
vail n’est pas déterminante.

Apres la chromatographie sur DEAE,
nous avons essayé plusieurs systemes de
chromatographie par échangeurs de ca-
tions CM et SP-Sephadex. Ces différents
essais ont abouti a des résultats médio-
cres suite a l'insolubilisation d’une frac-
tion importante des protéines lorsque le
pH de la solution est inférieur 2 6. De
plus, nous avons constaté la perte d’une
bonne partie de I’activité. Nous en avons
conclu qu’a ce stade de [l'isolement, il
était préférable de maintenir la solution
a un pH alcalin ou voisin de la neu-
tralité,

Lors d'une tentative de purification
par chromatographie d’adsorption sur
hydroxyl-apatite, nous avons constaté
une répartition de I’activité entre la plu-
part des fractions sans aucun enrichisse-
ment. Paralléelement, un essai de chroma-
tographie d’affinité sur Con-A-Sepharose
réalisé dans P'espoir de débarrasser la
préparation des glycoprotéines qu’elle
était susceptible de contenir, s’est révélé
inutile.

Les conditions de la chromatographie
d’hydrophobicité permettaient de main-
tenir les protéines en solution dans un
tampon favorable (pH > 7,5, force ioni-
que relativement élevée). Nous avions
d’abord choisi une colonne d’Octyl-Se-
pharose CL-4B. Toutefois sur ce gel, une
fraction des protéines et en particulier
I’hormone recherchée ne sont pas éluées
par une solution d’éthyléne-glycol a
50 %. Des essais de chromatographie sur
Phényl-Sepharose CL-4B se sont mon-



trés nettement plus favorables et cette
méthode a été conservée dans le schéma
définitif d’isolement.

Aprés la chromatographie sur Phényl-
Sepharose CL-4B, le niveau d’activité
hormonale est encore peu élevé et de
plus la préparation reste contaminée par
d’autres protéines parmi lesquelles nous
retrouvons de P’albumine et I’hémoglo-
bine.

Nous référant aux travaux de Travis et
coll. (1973), nous avons utilisé la Blue-
Sepharose CL-6B en présence de NaCl
0,5 M et avons constaté que la b.S.A.
nétait pas retenue sur la colonne,
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Suite a cet échec, nous avons diminué
la molarit¢ du tampon. Dans ces condi-
tions, la H.P.S.M. se lie au gel et peut
étre éluée en augmentant progressive-
ment la concentration en KCl.

Afin d’éliminer complétement I’albu-
mine, nous avons eu recours a une chro-
matographie d’affinité.

Pour terminer, la chromatographie sur
Matrex Gel Red A permet un enrichis-
sement de 3 a 4 fois en un temps qui peut
étre extrémement court étant donné les
débits trés élevés de ce support et la pe-
tite taille de la colonne.

—

Fig. 5. — Electrophorése sur gel de polyacrylamide.

Les conditions sont les mémes que pour la Fig 3. sauf en ce qui concerne la durée de la migration
qui est poursuivie durant 7 heures a4 15 V./cm et a 0 °C. La figure représente la migration de :

1= H.PSM.

2 = PRL-NIH-B4

3 = GH-NIH-BI8

4 = albumine b.S.A. Boehringer.
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CONCLUSION

Le tableau 4 résume les différentes
étapes suivies pour réaliser l'isolement
de la H.P.S.M. i partir des cotylédons :
extraction aqueuse, précipitation au sul-
fate d’ammonium et chromatographie.
Bien que le rendement de récupération
de chacune de ces étapes soit faible,
nous sommes arrivés a obtenir un fac-
teur d’enrichissement d’environ 1 500

fois. Dans les dosages par radiorécep-
teurs, I'hormone purifiée posséde une
activité prolactinique comparable a celle
du standard PRL-NIH-B4 et une activité
somatotrope égale a plus ou moins trois
fois celle du standard GH-NIH-B18.
Cette méme préparation présente un pro-
fil d’élution symétrique apres chromato-
graphie sur Sephadex G-100 et une ima-
ge relativement homogéne (Fig. 5) en
électrophorése sur gel de polyacrylamide.
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SUMMARY

Isolation of a bovine placental hormone having an
activity similar to prolactin and growth hormone.

Isolation from bovine cotyledon extracts of an hor-
mone with somatotrophic and mammotrophic activity
was performed using various chromatographic pro-
cedures. To identify this hormone during the succes-
sive steps of purification, its prolactinic and somato-
trophic activity was determined by radioreceptor
assay. The purified hormone shows a prolactinic
activity similar to that of PRL-NIH-B4 standard and a
somatotrophic activity three times that of GH-NIH-B18
standard.



