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______________________________________________________________________________________________________

Répondez aux questions de manière claire et concise. Toute affirmation devra être justifiée.

Les expériences et résultats de ce sujet ne sont que pures inventions. Toute ressemblance avec des protéines existantes serait néanmoins la bienvenue.
____________________________________________________________________________________________

La protéine H est un facteur de transcription à homéodomaine impliqué dans la mise en place du tractus génital chez les vertébrés. La protéine murine (de souris) est constituée de 260 acides aminés et possède une masse moléculaire apparente de 30 kDa environ. 

Les chercheurs sont capables de produire cette protéine fusionnée avec la GST (Glutathione S-Transférase) et de la purifier par affinité sur sépharose-glutathion. La protéine chimère recombinante ainsi obtenue est nommée H-GST.

Récemment :


1. Des expériences de RT-PCR ont montré l'existence dans le tractus d'un épissage alternatif potentiel des ARN codant cette protéine. Cet épissage supprime le dernier exon codant et conduit potentiellement à la production d'une protéine tronquée (HC) de 100 acides aminés en C-terminal. Cette région contient le domaine de liaison à l'ADN. La protéine tronquée n'est plus capable de lier l'ADN.


2. Des expériences de double hybride ont permis d'identifier une protéine de 50 kDa appelée PBX capable de se lier à la protéine H via un domaine localisé dans la région N-terminale de la protéine.

Afin d'analyser in vivo les interactions potentielles de ces protéines plusieurs expériences vont être réalisées.

I Préparation et dosage d'un sérum.
Un peptide de synthèse (pC : 25 acides aminés correspondant à la partie N-terminale de la protéine H de souris) est injecté à un lapin afin de produire un sérum polyclonal. Après plusieurs injections, le sérum (sérum (-HN) est récupéré. Afin de réaliser différentes techniques d'immunochimie, les chercheurs souhaitent obtenir une fraction enrichie en IgG de ce sérum. La purification des IgG à l'aide de protéine A-sépharose est réalisée à partir de 5 ml de sérum. La fraction retenue par la protéine-A-sépharose est éluée à l'aide de 500 µl de tampon d'élution. 

La concentration en protéines totales dans le sérum (1 mg/ml) et dans l'éluat (2,2 mg/ml) a été déterminée par un dosage BCA.

Les concentrations en IgG de ces fractions sont déterminées par la technique de l'ELISA. La gamme étalon et les DO obtenues avec les différentes dilutions du sérum et de l'éluat vous sont données dans le tableau 1.

1. Déterminez les concentrations (en mg/ml) d'IgG dans le sérum et dans la fraction éluée.

2. Déterminez le rendement et le taux de purification des IgG (donnez les formules de calcul général et présentez vos résultats sous forme d'un tableau récapitulant les données nécessaires à ce calcul). Commentez ces valeurs en deux phrases.
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Tableau 1. Dosage des IgG par la méthode ELISA
SERUM
ELUAT


dilution
1/200000

1/100000

1/50000
Abs
0,053

0,119

0,252
dilution
1/600000

1/300000

1/150000


Abs

0,169

0,352

0,717



II. Analyse du titre du sérum par la méthode d'Ouchterlony

Le titre de sérum (-HN est déterminé par la méthode d'Ouchterlony à l'aide de la solution de protéine H-GST purifiée (10 mg/ml) .

Une représentation schématique de la lame obtenue est présentée sur la figure 1.

Figure 1

10 µl de la solution de sérum diluée (1/5) sont déposés dans le puits central et 5 µl de solution de protéines recombinantes (10 mg/ml) aux dilutions indiquées sont déposés dans les puits périphériques.
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3. Déterminez le titre du sérum (masse d'antigènes détectés par litre de sérum).

III. Analyse de l'expression de la protéine H.
Afin d'analyser l'expression de la protéine H dans certains tissus, des extraits protéiques de rein et de tractus de souris sont préparés et analysés par Western-blot (figure 2). Les Western-blots sont réalisés à l'aide de 3 préparations de sérum différentes.

SERUM (-HNA : le sérum purifié.

SERUM (-HNB : le sérum purifié est filtré sur une colonne contenant de la résine glutathion à laquelle on a fixé les protéines H-GST. La fraction non-retenue par la colonne est récupérée et utilisée pour le Western-blot.

SERUM (-HNC : le sérum purifié est filtré sur une colonne contenant de la résine glutathion vierge. La fraction non-retenue par la colonne est récupérée et utilisée pour le Western-blot.

Figure 2

1. protéine H-GST purifiée

2. Extrait tractus embryon souris

3. Extrait tractus souris adulte

4. Extrait rein embryon souris

5. Extrait rein souris adulte
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sérum (-HNA
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sérum (-HNB
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4. Quel est le but du traitement produisant le  sérum (-HNB ? Le sérum (-HNC servira de contrôle, mais que contrôle-t-il ?

5. Les résultats des Western-blots sont présentés sur la figure 2. D'après ces données, à quoi correspondent les quatre bandes observées (justifiez chacune d'elle séparément en développant votre raisonnement). Quelles conclusions tirez-vous de cette expérience ?

Parallèlement, les chercheurs ont acheté un sérum polyclonal dirigé contre la partie C-terminale de la protéine H ((-HC). Ils réalisent un Western-blot à l'aide de ce nouveau sérum sur des extraits de tractus (figure 3).

Figure 3. Western-blots réalisés à l'aide des sérums (-HN et (-HC
1. protéine H-GST purifiée

2. Extrait tractus embryon souris

3. Extrait tractus souris adulte
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6. Quelle conclusion tirez-vous de cette expérience ? (Justifiez).

Des coupes de tractus embryonnaire ont été réalisées et analysées par immunohistochimie à l'aide des différents sérums (figure 4).

Figure 4
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7. Quelle conclusion tirez-vous de cette expérience concernant la localisation des protéines H et HC ? (Justifiez).

IV. Immunoprécipitations & Co-immunoprécipitations.

De la protéine H-GST et des extraits protéiques de tractus adultes et embryonnaires sont préparés. 

Les extraits sont immunoprécipités à l'aide d'un sérum anti-PBX. Les fractions retenues sont analysées par Western-blot à l'aide du sérum anti-PBX (Figure 5A) ou à l'aide du sérum (-HN (Figure 5B).

Figure 5. Western-blots réalisés à l'aide des sérums anti-PBX et (-HN sur des extraits immunoprécipités à l'aide d'un sérum anti-PBX.
1. protéine H-GST purifiée

2. Extrait tractus embryon souris immunoprécipité par l'anti-PBX


3. Extrait tractus souris adulte immunoprécipité par l'anti-PBX
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8. Quel est le but de cette expérience ? Que montre le Western-blot réalisé à l'aide de l'anti-PBX ? Que pouvez vous conclure du Western-blot réalisé avec le sérum (-HN (justifiez) ?

Les chercheurs envisagent de vérifier ce résultat en réalisant des immunoprécipitations sur les mêmes extraits à l'aide du sérum (-HN. 

La protéine H-GST purifiée et les extraits de tractus (embryonnaire ou adulte) immunoprécipités sont analysés par Western-blot à l'aide des sérums (-HN, (-HC et anti-PBX.

9. Qu'attendent-ils comme résultats ? (en vous basant sur la représentation de la figure 5, vous dessinerez schématiquement les 3 blots en indiquant la nature des différentes bandes. Justifiez succinctement.

Afin de tester le rôle de ces protéines dans la fixation de l'ADN, un fragment d'ADN plasmidique capable de se lier à la protéine H est radiomarqué. 

Cette préparation d'ADN radiomarqué est incubée 1h avec les différentes protéines H, PBX et HC (figure 6).

Les extraits sont immunoprécipités à l'aide du sérum (-HN et la radioactivité présente dans la résine est mesurée (figure 6). 

A
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10. Que pouvez-vous conclure de l'expérience présentée sur la figures 6A concernant les protéines H, PBX et HC ? 

11. Quelle conclusion tirez vous de l'expérience présentée sur la figure 6B ? Pourquoi l'augmentation de la quantité de protéine HC dans l'extrait n'aboutit- elle pas à une disparition complète de la radioactivité ? 
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