[image: image1.png]NERS/,
$ N

IS
B
2
e

O %
QB

Og38

UNIVERSITE DE RENNES 1





MAITRISE DE BIOLOGIE CELLULAIRE ET PHYSIOLOGIE Mention Génétique Moléculaire et Cellulaire
Année 2000-2001

2ème Session 



UEM1 : Interactions et Différentiations Cellulaires
- Travaux pratiques et dirigés.
- Les documents sont interdits - durée 2 h -

______________________________________________________________________________________________________

Conseils : Répondez aux questions de manière claire et concise. Quelques lignes suffisent amplement pour répondre aux différentes questions. Les expériences proposées dans la partie 2 peuvent être analysées indépendamment les unes des autres.
____________________________________________________________________________________________

Les aquaporines sont une famille de canaux membranaires permettant le passage de l'eau à travers les membranes cellulaires. L'aquaporine 2 est un des membres de cette famille. La protéine AQP2 a une masse moléculaire apparente de 29 kDa et forme des homotétramères dans les membranes. AQP2 n'est exprimée que dans les membranes apicales des cellules épithéliales des tubes collecteurs du rein. Elle permet la concentration de l'urine en réabsorbant l'eau dans l'organisme. 

Le système de régulation de cette réabsorption par AQP2 est sous le contrôle de la vasopressine qui en se fixant sur son récepteur induit la fusion des endosomes contenant AQP2 avec la membrane plasmique au pôle apical de la cellule (figure 1).
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Figure 1 : schéma simplifié de régulation fonctionnelle d'AQP2 par la vasopressine

Partie 1. Préparation du matériel.

Un peptide de synthèse (AQP2p : 25 acides aminés correspondant à la partie N-terminale d'AQP2) est injecté à 3 lapins afin de produire des sérum polyclonaux. Après plusieurs d'injections, les sérum (Sérum A, B et C) sont récupérés. Les concentrations en protéines totales et en IgG des 3 sérum sont déterminées (voir tableau 1).

Afin de réaliser différentes techniques d'immunochimie, les chercheurs souhaitent obtenir des fractions enrichies  en IgG de ces sérum. La purification des IgG à l'aide de protéine A-sépharose est réalisée à partir de 5 ml de sérum (protocole utilisé en TP de maîtrise à l'Université de Rennes I).

Dans les trois cas, la fraction retenue par la protéine-A-sépharose est éluée à l'aide de 500 µl de tampon d'élution. Les concentrations en protéines totales et en IgG de ces fractions sont déterminées (tableau 1).


sérum total

fraction éluée


Concentration

protéique totale (mg/ml)
Concentration IgG (mg/ml)

Concentration

protéique totale (mg/ml)
Concentration IgG (mg/ml)

Sérum A
1
0,2

1,2
1,1

Sérum B
1,1
0,3

4
2,55

Sérum C
0,9
0,25

7,5
2,3

1. Donner en quelques lignes le principe de la purification des IgG sur protéine-A-Sépharose.

2. Pour chacun des 3 sérum utilisés, déterminez les taux et les rendements de purifications des IgG (donner les formules de calcul général et présenter vos résultats sous forme d'un tableau récapitulant les données nécessaires à ce calcul).

3. Laquelle des 3 préparations utiliseriez-vous préférentiellement ? Justifiez.
Parallèlement à leurs travaux, les chercheurs ont fait fabriquer un anticorps monoclonal (M) contre un autre peptide de synthèse AQP2p' (25 acides aminés correspondant à la partie centrale d'AQP2).

Les sérum polyclonaux A et B (SPA et SPB) et l'anticorps monoclonal (M) sont testés par western blot sur des extraits de membranes totales de cellules épithéliales rénales (figure 2). Le western blot est réalisé en absence (-) ou en présence (+) des peptides AQP2p ou AQP2p'.
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Figure 2

4. Pourquoi réaliser les western blots en présence des peptides de synthèse ? Quelle autre vérification pourraient-ils réaliser ?

5. Quelles conclusions tirez-vous des western blot réalisés avec les sérum polyclonaux ? Justifiez.

Ce résultat modifie-t-il votre décision précédente ?
Intrigués par les résultats obtenus avec le sérum monoclonal, les chercheurs ont réalisé des expériences d'immunocytochimie sur des cellules épithéliales de canal collecteur de rein après traitement à la vasopressine (marquage indirect avec des Ig couplées à des billes d'or). Le résultat de leurs expériences est présenté sur la figure 3.
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Figure 3

6. Analysez ces résultats d'immunohistochimie et concluez.

7. Discutez des résultats obtenus avec le sérum monoclonal dans les deux approches (western-blot et immunohistochimie) 

Partie 2. Expression et analyse d'AQP2 in vivo.
Pour étudier le fonctionnement de l'aquaporine 2 in vivo et sa régulation, les chercheurs ont souhaité développer des systèmes de cultures cellulaires de rein. 

Ils ont utilisé une lignée cellulaire humaine dérivée de canal collecteur (HCD). Les cellules HCD sont des cellules épithéliales polarisées immortalisées par le virus SV40 et sensibles à la vasopressine. 

Ces cellules sont transfectées par le plasmide pCPP (figure 4) permettant l'expression d'AQP2 possédant un épitope myc en C-terminal.

L'un des clones positifs, appelé CD8 est utilisé pour les expériences suivantes.
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Figure 4.

Le plasmide pCPP contient la séquence AQP2‑myc sous le contrôle du promoteur cytomegalovirus  (CMV) et le gène de résistance à la Généticine (GenR).

Expérience 1. Analyse des protéines par western-blot (figure 5).

Les cellules HCD et CD8 sont mises en culture, récupérées et lysées. Les extraits cellulaires sont centrifugés à 100 000 g pendant 1h et les fractions solubles (S) et insolubles (IS) sont récupérées. Les protéines de ces extraits analysées par western blot à l'aide du sérum polyclonal choisi dirigé contre AQP2 (figure 5A) ou d'un sérum polyclonal dirigé contre l'épitope myc (figure 5B).
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Figure 5

8. Quel est l'intérêt de la construction utilisée ?

9. Dans quel but les chercheurs séparent-ils les fractions solubles et insolubles ?

10. Analysez ces résultats et tirez les conclusions majeures de cette expérience.
Expérience 2. Analyse des cellules HCD et CD8 par immunohistochimie (figure 6).
Les cellules HCD et CD8 cultivées en absence (-VP) ou en présence (+VP) de vasopressine sont analysées par immunohistochimie à l'aide du même sérum anti-AQP2 (figure 6.A) ou du sérum anti-myc (figure 6.B).
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Figure 6.

11.Quel est le but de la partie A de l'expérience ? L'expérience est-elle concluante ? Justifiez.

12. Analysez la partie B et conclure.

Expérience 3. Immunoprécipitations (figure 7).
Dans cette dernière expérience, les membranes des cellules HCD et CD8 sont récupérées et les protéines sont solubilisées dans un détergent non dénaturant. 

Dans un cas (figure 7A) les protéines sont immunoprécipitées avec le sérum anti-myc et analysées en western-blot avec le sérum anti-AQP2

Dans l'autre cas (figure 7B) les protéines sont immunoprécipitées avec le sérum anti-AQP2 et analysées en western-blot avec le sérum anti-myc.
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Figure 7.

13. Analysez ces résultats et concluez

14. Quel est l'intérêt majeur de cette observation concernant l'étude des aquaporines ?
