
Institutional Repository - Research Portal
Dépôt Institutionnel - Portail de la Recherche

THESIS / THÈSE

Author(s) - Auteur(s) :

Supervisor - Co-Supervisor / Promoteur - Co-Promoteur :

Publication date - Date de publication :

Permanent link - Permalien :

Rights / License - Licence de droit d’auteur :

Bibliothèque Universitaire Moretus Plantin

researchportal.unamur.beUniversity of Namur

MASTER EN  SCIENCES BIOLOGIQUES

Étude des antigènes d'histocomptabilité du bovin (Bola) par électrophorèse en deux
dimensions

Uytters, Barbara

Award date:
1987

Awarding institution:
Universite de Namur

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

            • Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
            • You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
            • You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?
Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 02. May. 2024

https://researchportal.unamur.be/fr/studentTheses/886fc5a4-dc1c-43cd-9a48-608b57d2ce82


Facultés Universitaires N.-D. de la Paix 

NAMUR 

FACULTE DES SCIENCES 

Unité de Microbiologie et d'Immunologie Appliquée 

Promoteur : A. DEPELCHIN 

ÉTUDE DES ANTIGÈNES D1 HISTOCOMPATIBILITÉ 

DU BOVIN (BOLA) PAR ÉLECTROPHORÈSE 

EN DEUX DIMENSIONS, 

LiYTTERS BARBARA 

ANNÉE 86 - 87 



Facultés Universitaires Notre-Dame de la Paix 
Faculté des Sciences 
rue de Bruxelles 61, B-5000 NAMUR 
Tél. 081-22.90.61 Télex 59222 facnam-b Téléfax 081-23.03.91 

ÉTUDE DES ANTIGÈNES D'HISTOCOMPATIBILITÉ DU BOVIN (BoLA) PAR 

ÉLECTROPHORÈSE EN DEUX DIMENSIONS, 

UYTTERS BARBARA 

êsumé 

L'étude du polymorphisme des antigènes d'histocompatibilité bovins 
(BoLA) par les techniques habituelles (Sérologie) souffre de sévères 
limitations. 

Au cours de ce travail, nous avons adapté à nos besoins une analyse 
biochimique de ce polymorphisme. 
La technique utilisée est une électrophorèse en double dimension (IEF 5-7/ 
SDS) appliquée soit à des antigènes d'histocompatibilité purifiés soit 
à des molécules immunoprécipitées par un monoclonal anti-BoLA (classe I) 
à partir du lysat de cellules mononuclées marquées isotopiquement 
(s35 méthion ine). 
Il ressort de ce travail que la méthode employée est capable de démontrer 
une hétérogé n é ité moléculaire des antigènes BoLA (classe I) à la fois 
chez un même individu et entre divers individus bovins. 
Cette hétéro gé néité moléculaire n'est pas imputable à une modification 
artéfactuelle des proté ines étudiées. 
Elle ne peut pas plus s'expliquer entièrement par des différences de 
glycosylation d'un polypeptide unique. 
Nous avons é galement montré, que cette méthode est simplifiable et 
pouvait s e r éduire à une analyse en une seule dimension (IEF 5-7) 
à condition d e s'assurer de l'efficacité totale des procédures de 
déglycosylat ion. 
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1 NTIIIUCTI IN 

1. C•••le■e ••je■r ~'llistacaaaatillilité 

1. 1. Généralités 

On sait depuis longtemps que le succès des transfusions sanguines 

depend des groupes erythrocytaires du donneur et du receveur. 

L3ndsteiner en 1931 ém1t l'hypothese que des analogues des groupes 

erythroc,taires pouvaient être impliqués dans le succès des greffes 

Cette idee condu1sit Garer a identifier en 1936, chez la 

·.::0ur1s, un qroupe d'antigènes pour lequel la compatibilité entre donneur et 
' ' 

receveur prolongeait nettement la survie des greffes : on leur donna le nom 

d'Jntigénes d'histocompatibilité. Ces antigènes sont les produ i ts d'une 

region part iculière du génome dénommée le "complxe majeur 

d'histocompatibilité" (CMH) 

Des CMH ont été 1dentif1és chez toutes les espèces de vertébrés étudiées. 

(voir tab !eau l ). 

ESPECES APPELLATION DU COMPLEXE 

POULET B 

HOMME HLA 

CHIMPANZE Ct,IA 

MACAQUE RHESUS RhlA 

CHIEN DLA 

PORC SLA 

LAPIN RLA 

RAT A9B 

COBAYE GPLA 

CHEVRE GLA 

MOUTON OLA 

CHEVAL ELA 

BOVIN BoLA 

TJble3u 1. Liste des principales especes ayant fait l'obJet d'é tudes 

d'histocornpat ibi l i té 



,; 

Le G1H a été à l'origine étudié à travers ses effets dans le reJet des 

gref'f es; mais il est maintenant reconnu que les protéines codées par cette 

région sont impliquées dans de nombreux aspects de la reconnaissance 

immune, comme l'interaction entre lymphocytes et cellules présentatrices 

de l'antigène, ou l'interaction entre différentes cellules lymphocytaires. 

Et peut-être même dans des phénomènes plus vastes de reconnaissance de 

cellule à cellule dont l'implication dans les phénomènes immunitaires ne 

serait qu'une application particulière. 

Signalons en outre, qu'en plus du CMH qui nous intéresse plus 

particulièrement, il existe divers complexes d'histocompatibilité dit 

"mineurs" qui sont distincts du CMH et n'interviennent que faiblement au 

niveau du rejet des greffes. 

1.2. Complexe majeur d'h1stocompat1bllité 

On désigne par "complexe ma.1eur d'histocompatibilite" un segment 

chromosomique complexe portant un ensemble de qènes fonctionnellement 

et topographiquement liés (gènes H.), contrôlant l'expression de signaux 

membr~maires et sériques (antigènes HJ, intervenant entre autre dans 

di '✓ers mécanismes fondamentaux de l'immunologie. 

Caractéristiques générales 

Le CMH peut se définir comme un système polygenique, polyallèlique 

et codommant. 

- Le CMH est po lygénique car constitue d'un groupe de loci étro1 tement 



• 

- 11 est aussi polyallèlique : pour la plupart des loci, on a pu définir de 

longues séries alléliques et donc autant de variantes dans les protéines

produits de ces gènes. Chaque allèle à chaque locus détermine la 

presence au niveau de la membrane cellulaire d'une molécule porteuse 

d'un ou plusieurs déterminants antigéniques <= épitopes) constitués par 

des motifs architecturaux réalisés par les replis dans l'espace de la 

chatne protéique (déterminant conformationneD ou par l'enchainement 

d'un certain nombre de résidus acides aminés successifs (déterminant 

séquent iel ). 

Chaque produit allél1que est donc défini par un ensemble de spécificités 

ant lgéniques, certaines f lgurent exclusivement sur un allèle 

particulier : elles sont qualifiées de privées; les autres qui peuvent 

être communes à plusieurs produits al lé l iques sont les spécificités 

di tes pub I i ques. 

Une combina ison particulière d'allèles de tous les gènes du CMH s'appelle 

un haplotype. 

- 11 est codom inant parce qu'un individu hétérozygote, possedant 2 

h3plotypes génétiquement di fférents par rapport a l'individu homozygote 

qu i ne présente qu·un seul haplotype, exprimera à la fois l'haplotype 

paterne I et l'hap lotype materne 1. 

L8s ant igénes d'hi stocompat ibi I i té représentent un modèle unique de 

polymorphisme généti que c·est-à-dire que les produ i ts de gènes 

polymorphes font preuve d'une grande diversité allélique par opposition 

aux protéines monomorphes qu i presentent une sequence d'ac ides amines 

identi que chez tous les individus d'une même espèce (ex : l'hémoglobine ). 

Ce très grand polymorphi sme des antigènes d'hi stocompatib i lité est 

r3vor1se par sél ect ion naturell e et est ind ispensab le au fonct ionnement 
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optimal du CMH : c'est en effet la présence d'un grand nombre d'allèles 

qui permet à chaque individu de disposer d'une combinaison antigénique 

originale responsable non seulement de sa spécificité antigénique, mais 

aussi de sa capacité immunologique, à tel point que l'on peut parler de 

complexe majeur de l'immunité (Dausset, 1985). 

- Le CMH est composé d'un ensemble de gènes, chacun de ces gènes ayant 

une fonction immunolog1que précise par l'intermédiaire des antigènes 

qu'il synthétise. 

Selon la nature, la localîsation et la fonction de ces antigènes, on peut 

les regrouper en 3 classes dénommées classes 1, 11 et 111. 

- Comme le CMH est présent sous une forme remarquablement similaire 

chez tous les mammiferes et peut-être tous les vertébrés et que le CMH 

a été plus particulièrement étudié chez l'homme et la souris, je 

choisirai le CMH humain comme modèle de référence, notamment pour 

son grand polymorphisme et pour le fait qu'il existe de nombreuses 

réactions croisées tant au niveau produit, qu'au point de vue génomique 

entre le CMH humain et le CMH bovin. 

1.3. Organisation du CMH chez l'homme 

En 1956, Dausset découvrit que le sérum de su Jets po lytransfusés ou 

de femmes multipares contenaient des anticorps agglutinant les 

leucocytes de certains individus. Par la sui te, î l est apparu que ces 

.Jntigènes leucocytaires étaient contrôlés par un système génétique 

comp le:<e, désigné comp le>:e HLA (Hum an Leukocyte Ant 1gens). 
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' ,: 1 • • , · L0CJllSJtion du S'y'Stéme HLA 

Le complexe HLA est porté p3r le petit br3s de 13 6ème paire de 

chromosomes. 

On distingue parmi les molécules pour lesquelles il code : 

- des antigènes de classe 1 : HLA-A, B et C 

- des antigènes de classe 11 : HLA-DR, DO et DP 

- des ant igèr1es de classe 111 . c2, Bf, c4A et c4s. 

1' (\ . f'. 1 ) . 1,, 1r 1gure ,. 

chromosome 6 

Le CMH humain. Une carte généti
que de la régi0n du chromosome 6 chez 
l'homme montre le complexe HLA : les régions 
B, Cet A codent pour les molécules de classe 1, 
la région D code pour les chaines a et p des pro
téines de classe 2, SB, DC, DR respectivement 
porteuses des spécificités DP, DO et DR 

complexe HLA 

La région entre D et B code pour les 
protéines de classe 3 (complément) compre
nant les allèles de C4 et les gènes pour C2 et le 
facteur B (BI). Les peptides sont représentés 
entre 2 tirets quand l'ordre précis de leurs gènes 
n 'est pas encore déterminé. 

F1g. 1. Le CMH flumarn 

protéine/peptide 

1.3 2. Les ant1génes de classe 1 

1 

1 D 
----~---

C4 ,C2.Bf 

Les ant1genes de classe I sont codes par les loci A, B. C du système 

HLA Ces antigènes sont exprimés à la surface de la majorité des cellules 

nuclées. 

Puisque 3 loci sont responsables de leur apparition membranaire , on peut 

obten ir chez un individu hèterozygote à tous les loci l'expression 

rnembranaire de 6 molecules dift"erentes. 

A 
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Les produits de ces divers loci existent sous plusieurs formes allél1ques, 

c'est ainsi que l'on connaît actuellement 23 allèles du gène du locus HLA-A, 

43 pour HLA-B et 8 pour HLA-C (Kindt et Robinson, 1984). 

Grâce à des techniques basées sur la digestion protéolytique des protéines 

membranaires, on a pu isoler ces antigènes de classe I et étudier leur 

constitution. 

1.3.2.1. Structure des antigènes de classe I 

Les antigènes de classe I sont des glycoprotéines qui comprennent: 

- une chaîne po lypept idique glycosylée (chaîne lourde) de PM de 45000 

daltons. Cette chaîne codée par le CMH présente 3 domaines globulaires 

Coc. 1, oc.,.,,, oc..). Le domaine oc.3 est associé à un peptide non codé par le CMH, 
L ..) 

appele 1J2-m1croglobulme (voir figure 2) 

Ce petit peptide globulaire de 12000 daltons est nécessaire à 

l'expression de la molecule de classe 1. Le gene de la ~2-microglobulme 

est situé sur un autre ctwomosome que le CMH (chromosome 15). 

Une courte portion t,ydropt,ile de la chaîne codée par le CMH s'insère dans 

le cytoplasme. La portion hydropr1obe traver-se la rnernbrane et les 3 

dornaines qlobulaires, qui composent l'essentiel du peptide, sont exposés 

a l'extérieur · de la surface cellulaire. Les si tes al lo-ant igéniques 

(oortant des cJéterrninants spécifiques à chaque individu) sont situés sur 

les domaines oc. 1 et oc.2 . Les spécificltes sont donc déterminées par la 

chaïne lourde de la molecule. Les domaines oc.2 et oc.3 possedent un pont 

cent.ra i d1sulfure 
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- une partie qluc1dique (';oir fiqure 3) : - -
l'asparagine en position 86 représente le site d'attachement d'une chaîne 

h'y'drocarbonee qui comporte du mannose, du rucose, du galactose, de la 

N-acét'/lglucosamine et plusieurs résidus d'acide sialique m. Charron, 

1985). 

Cette partie gluc1dique semble ne presenter que de faibles propriétés 

3ntigèniques. 

NANA NANA (NANAln 

P2 

Fig. :2. Structure d'un antigène 

de classe 1 (HLA-A, B, C). 

1 1 1 
GAL GAL GAL 

1 1 1 
Gl~Ac GlcNAc GlcNAc 

1 1 1 

MAN MAN MAN GlcNk GlcNAc. 

1 
FUC-GlcNAc 

1 

AspNH 

PROTEINE 

NANA : ACIDE SIALIQUE 

GAL : GALACTOSE 

GlcNAc : GLUCOSAMINE 

MAN :MANNOSE 

FUC : FUCOSE 

AspNH : ASPARAGINE 

Fig. 3. Structure de la partie gluci

dique des antigènes de 

classe 1. 



1.3.2.2. Rôle des antigènes de classe I 

Les ant 1génes de classe I sont des structures se trouvant en antenne a 
la surface de toutes les cellules et ils jouent un rôle prépondérant dans la 

réponse immune à médiation cellulaire déclenchée lors d'une action 

antivirale ou dans la lutte contre les cellules cancéreuses. 

Les cellules T cytotoxiques reconnaissent les molécules HLA-A, B et C 

portées par des cellules étrangères et elles détruisent ces cellules 

étrangères. La plupart des cellules infectées par des virus portent des 

antigènes viraux sur leur membrane plasmique. Il a été démontré que les 

cellules T cytotoxiques reconnaissent ces antigènes viraux en association 

avec les antigenes HLA-A, B et C (du soi) présents sur la surface des 

cellules infectées : les cellules T cytotoxiques d'un homme infecté par un 

virus tuent les cellules cibles de même haplotype infectées par le même 

virus, mais pas des cellules d'un haplotype différent infectées par ce virus. 

Ce phénomène est dit "de restriction CMH" (restriction allogénique). 

En fa it, les molécules du CMH sur la surface des cellules infectées 

agissent comme un code, guidant la cellule cytotoxique vers sa cible. 

Les modal i tés de cette double reconnaissance des antigènes viraux et du 

G1H par les cellules T cytotoxiques sont encore incertaines. 

La cellule T cytotoxique peut soit reconnaître indépendamment l'antigène 

'✓ iral et le CMH, soit reconnaHre leur combinaison sur la membrane 

cellulaire, combinaison qui modif ierait la molécule du CMH (hypothèse du 

"soi altéré" ). 

Les cellules T immatures apprennent à discriminer le soi du non-soi dans 

le thymus ("éducation thymique"). 
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1.3.2.3. Autres molécules de classe I 

Outre les classiques molécules HLA-A, B et C, il existe des molécules 

qui possèdent des caractéristiques structurales semblables à ces 

dernières mais qui ne sont exprimées que dans certaines cellules de 

l'organisme. Ces antigènes représentent probablement les équivalents chez 

l'homme des antigènes murins de différentiation Tla et Oa codés par le 

CMH, plus particulièrement exprimés sur les lymphocytes T activés et les 

cellules leucémiques. 1 ls sont constitués d'une chaîne lourde de 38 à 

43000 daltons associée à la ~2-microglobuline et leur fonction reste 

encore t'1ypotr1ét ique CD. Charron, 1985). 

1.3.3. Les antigènes de classe 11 

Les mo !écules que la région HLA-D gouverne ne sont plus présentes à 

la surf ace de toutes les cellules de l'organisme, mais seulement de 

certaines ce 1 lules spécialisées : les lymphocytes B, les lymphocytes T 

actives, les macrophages (V. Lepage, C. Raff oux, 1985). 

La région HLA-D comporte trois sous-régions distinctes : DP, DO, DR. 

Ces sous-régions sont subdivisées en plusieurs loci : 

- 1 locus oc et 3 loc i ~ pour- DR 

- 2 loci tt et 2 loci ~ pour DO et DP 

La sous-reg1on HLA-DR comprend actuellement 1 LI alleles, la sous-region 

Hli\-DO 3 et la sous-region HLA-DP 6. 
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1.3.3.1. Structure des antigènes de classe Il (voir figure 4) 

- Les antigènes de classe 11 comprennent 2 chaînes polypeptidiques 0t. et p 

qui tr·ave,~sent la membrane plasmique et s·associent de façon non 

covalente dans leur partie extr-amembranaire. L'extrêmité C-terminale 

s'insère dans le cytoplasme. Les 2 cr1aînes ont 2 domalnes globulaires 

(et. 1, oc.2; P 1, p2), dont la structure rappel le ceux des immunoglobulines. 

Tous, à l'exception du domaine ex. 1, sont stabilisés par un pont dlsulfure 

mtracatenaire 

La ch~'ïne oc. a un PM de 33000 daltons et la chaîne p de 28000 daltons. 

C'est la chaîne la plus courte, la chaîne p, qui porte les sites 

al lo-2mt igéniques. 

De plus, i l a été rnis en évldence l'existence d'une 3ème chaîne 

glycosylée invariante , chaîne Il d'un PM de 31000 daltons, mais celle-cl 

reste constamment intracytoplasm1que. 

- Les chaînes polypeptidiques 0t. et p sont fortement glycolysées. 

11 ex iste sur la chaîne ex, deux types d'ol igosaccr1ar-ldes, l'un est très 

ri che en mannose., le second est de type complexe. La chaîne p ne 

comporte qu·un seul branchement oligosacchar1d1que qui est de type 

complexe 
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Fig. 4. Représentation schém3tique d'un antigene de classe Il . 

1.3.3.2. Rôle des antigènes de classe Il 

Des principes de restriction al logenique s·app l iquent également aux 

cellules T helper qui reconnaissent l'antigene en association avec les 

antigènes de la région D. Dans ce cas, les antigènes de la région D agissent 

comme des signaux de reconnaissance entre les cellules présentatrices de 

l'antigène et le lymphocyte. 

On peut supposer que, selon la formule génétique des genes de la region D 

du complexe HLA que l'homme possède, il sera ou non capable de répondre 
-

positivement à un agent extérieur. 

1.3.4. Les antigènes de classe 11 .1 

Très proches des loci HLA, ces gènes conditionnent l'apparition de 

plusi eurs composants du complément . c2, c4A et c4B, Bf. On sait que ces 

composants ainsi que d'autres constituent une chaîne de réactions 

chimiques qui entraîne l'opsonisation des substances étrangères et la lyse 

membrana1re des bactéries et cellules sur lesquelles sont venus se fixer 

des anticorps. 1 ls ont donc une extrème importance dans les réactions 

1mmuno logiques. 



1.4. Le complexe majeur d'h1stocompat1b1Jité chez les bovins 

L'étude du CMH bovin : BoLA pour Bovine Leukocyte Antigens a dès le 

début bénéficié d'une large coopération entre différents laboratoires. 

Comme dans la plupart des espèces, l'immunisation par greffes de peau ou 

l'i njection leucocytaire induit aisément des anticorps lymphocytotoxiques, 

cependant l'immunisation a la suite de gestation représente la source 

prinicipale des réactifs. Parmi les femelles primipares, près de 40 % 

développent des anticorps dirigés en grande majorité contre des antigènes 

BoLA. 

Actuellement, la localisation de ce complexe, par hybridation in situ 

ut i I isant une séquence de DNA cloné d'un gène de classe I du CMH du porc 

montre qu'il est situé sur le chromosome 23 (R. Fries et al., 1986). 

1.4. 1. Classe 1 

Les 17 spécificités de classe I actuellement reconnues au plan 

international semblent toutes correspondre aux produits d'allèles à un 

même locus, dénommé locus A, toutefois certains auteurs ont décrit 

l'e><i stence d'un second locus mais qui n'a pas encore été dérini sans 

ambiguïté. 

Les e>(périences d'1mmunoprec1pitations avec des sérums conventionnels ou 

rnonoc lonaux Jinsi qu'une cJractérisat ion biochimique d'un des Jnt igènes 

BoLA internationalement reconnus (\v 16) confirment que cet antigène chez 

le bovin 3 une structure sim i Jaire à celle de mo !écules analogues d'autres 

especes : a savoir, une chaîne lourde de 44000 daltons associée à un petit 

polypeptide de 12000 daltons qui serait l'équivalent bovin de la 

p2-mlcrn~1l0bul ir,ë- (î1ark J. Neuwrnan et Dougles F. Antczak, 1983. 

Letesson et al .. 1986). 
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1.4.2. Classe 11 

La région de classe 11 bovine a été dénommée D par analogie avec la 

région D du système HLA 11 a été potulé qu·au moins deux loci de cette 

régio~ chromosomique contrôle la MLR (Mixed Lymphocyte Reaction) chez le 

bovin (Vaiman, 1985). 

Une liaison étroite entre BoLA-A et BoLA-D a été reportée (Spooner 78, 

Usinger 81 ). De par l'inexistence de réactifs sérologiques conventionnels 

ou monoclonaux, il n'est pas possible ac tue 1 lement de définir une ou 

plusieurs séries al lé 1 iques de classe 11 . Ouoiqu'i 1 en soit, ces molécules 

chez le bovin ont une répartition cellulaire et une structure comparable à 

celle des autres espèces (Letesson et al., 1983). 

En ce qui concerne les autres groupes de gènes habituellement présents au 

sein d'un complexe majeur d'histocompatibilité, peu de résultats ont été 

obtenus. 

On suspecte l'existence d'antigènes de classe 111 mais aucun n'a pu établir 

forme 1 lement l'appartenance des loci imp 1 iqués au système BoLA. 

1.5. Intérêt des recherches en histocompat1b11 ité 

1.5. 1. Chez l'homme 

L'analyse génétique du sysétme HLA dans les populations et dans les 

fam i lles et le traitement statistique des résultats a révélé l'existence 

d'une corrélation entre la combinaison génique (haplotypes) au locus HLA et 

des anomalies d'ordre immunitaire engendrant des troubles pathologiques 

(c f. tableJu>< 2 et 3). 

En ef fet, nombre de maladies apparaissent avec une fréquence accrue parmi 

les su.1 ets possédant certaines spécificités HLA-ABC et/ou D/DR. 11 s·3git 

d'une perturbat ion du contrôle du HLA sur le sys tème immun itaire 



HLA Maladies Fréquences (%) 
RR Liaison Malades Témoins 

Al m. de HODGKIN 40 32 1.4 Possible, inter-
médiaire 

A2 Leucémie Aigue Excès d'antigènes 
L ymphoblastique en communs chez 

les parents 

AJ Hémochromatose 76 28 8.2 Prouvée, 
idiopathique récessive ,.,.. 

B5 m. de Behcet 41 IO 6.3 
Kératome (6) 28 9 3.9 

Bl2 Sclérose en 18 32 0.2 
plaques (9) 

Bl4 Déficit en 21-0H 58 4 Prouvée, 
à expression tardive récessive 

B27 Spondylarthrite 90 9 87.4 
ankylosante 

B35 s. de Reiter 79 9 37.0 
Uvéite antérieure 52 9 10.4 
aiguë 
Thyroïdite subaiguë 70 15 13.7 
de Quervain 

Bw46 Cancer du naso- 36 23 1.9 
pharynx (8) 

Bw47 Déficit en 21-OH 9 1 15.4 Prouvée, 
à expression précoce récessive 
(congénitale) 

Cw6 Psoriasis 87 33 13.3 

Tableau 2 : Principales associations de maladies avec des allèles de classe 1 (ABC) 

( D<1u.sset, Pla... j \385) 



LA Maladies Fréquences(%) RR Liaison 
malades témoins 

'DRJ Myasthénie induite par D-pén.icil- 63 2• 5 •• 
lamine (l) 

DR2 Sclérose en plaques 59 26 •• J 
Névrite optique " 26 2 •• 

S. de Goodpasture u 32 1.5.9 
Réponse par lgE contre l'allergène 90 31 20.0 
Ra 5 (2) 

Lèp,-e tuberculoîde (3) Transmission 
préférentielle 

de DR2 

Diabète insuJinodé.-ldant 10 lO 0.2 

DRJ Lupus érythémateux 70 21 5.1 
systémique 

Maladie coeliaque 79 26 10.1 

Dermatite herpétilorme u 26 15 •• 

Déficit en lgA <•) Il 25 lJ.0 

1 

m. d' Addison 69 26 6.3 

m. de Basedow 57 26 3.7 

Thyroïdite de Hashimoto 6♦ 2• ).2 
f. atrophique 0) 

1 Myasthénie 50 21 2.5 

s. de Gougerot-Sjogren 79 26 9.7 

Glomérulonéptvite 75 20 12.0 
extramembraneuse 

Hépatite chronique active (6) 37 21 2.2 

Cirrhose biliaire primitive (6) 57 15 7.6 

F. chronique de s. Guillain- 50 17 •.a 
Barre'(]) 

Dermatomyosite juvénile (1) 50 20 ).9 

Diabète insuJinodé.-ldant (ID) 56 21 ).3 Prouvée, 
intermédiaire 

DR Diabète ID (1) 32 0" 117.0 

'" 
DR• Diabète ID 75 32 6.• 

Polyarthrite rhumatoïde 50 19 •• o 

~mphigus 17 32 1 ••• 

m. de Berger •9 19 • 
Lupus induit (hydralazine) 73 33 5.6 

tableau 3 (suite) 

D/DR5 ThFoidite de Hashimoto avec .9 23 5.6 
g01tre (2) 

Anémie de Biermer 25 6 5 •• 

Arthrite juvénile articulair'e 50 16 5.2 

Sarcome de Kaposi (3) 51 20 5.5 

Leucémie lymphoîde chronique<•) 62 21 6.0 1 

D/DR7 s. néptvotique de l'enfant 0) 67 31 ••• 1 

Lymphome de 8ur1<itt (6) 33 13 ).) 

m. coeliaque (7) 55 20 •.a 
D/DR m. coeliaque (1) )♦ 1 60.0 

3/7 

D/DR Arthrite juffllile 23 7 ).6 

wl 

DQw2 m. coeliaque (9) J()()H 72 31.5 

Tableau 3 : Principales associations de maladies avec des allèles de classe li 
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Le haut degrè de polymorphisme du système HLA permet de mieux connaître 

les associations existantes HLA-maladies et d'en rèvéler de nouvelles. 

1.5.2. Chez le bovin 

Les réactions croisées entre les antigénes HLA et BoLA confirment 

l'existence d'une homologie antigénique remarquable entre les deux. On 

peut donc présumer quï l contrôle aussi un bon nombre de facteurs 

impliqués dans la réponse immune. La découverte de gènes affectant la 

susceptibilité aux maladies revêt une importance capitale chez les bovins, 

puisque les efforts actuels de sélection par insémination artificielle 

visent essentiellement à améliorer les caractères zootechniques afin 

d'obtenir une productivité maximale. 

En tenant compte ainsi des associations "BoLA-ma ladies", on pourrait 

sélectionner des races à la fois performantes et résistantes aux maladies 

endémiques, ce qui ajouterait encore à leur rentabilité (cf. tableau 4). 

Tableau 4. 

Exemples de liaisons entre états pathologiques et BolA 

carcinome squameux de !'oeil (Caldwell et coll ., 1979); 

résistance au lymphosarcome (Bortolozzi et Hines, 1982); 

susceptibilité 3 la mammite (Solbu et coll., 1982); 

r'ésistance aux tiques ( Boop/7//us microplus) (Stear et coll., 1984). 

1.6. Moyens d'investigation du système CMH 

Le complexe majeur d'histocompatibilité peut être étudié d'une part 

au niveau des produits membranaires qui en dépendent et d'autre part, plus 

récemment, au niveau du génome lui-même. 
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1.6.1 . Etude des produits du CMH 

Les antigènes d'histocompatibilité sont généralement analysés de 

manière indirecte par les réactions qu'ils suscitent : à savoir analyse de 

leur fixation d'anticorps produits après greffes (c'est l'appro(he 

sérologique) ou encore analyse de la prolifération cellulaire qu'ils 

provoquent lors d'une réaction lymphocytaire mixte (c'est l'approche 

cellulaire). 

Actuellement on étudie beaucoup les antigènes CMH directement au niveau 

de leur structure (c'est l'approche biochimique). Nous passerons 

brièvement en revue ces divers modes d'investigation. 

1.6.1.1. L ·approche sérologique 

El le sert à la fois à l'ana lyse du polymorphisme des mo !écules de 

classe I et de classe 11 et aboutit aux spécificités dites "séro-définies" ou 

c.o ~, . 

Les anticorps utilisés sont obtenus soit de femelles multipares, soit après 

greffes allogéniques, ou semi-allogéniques. 

Les antisérums rèsultant de ces immunisations nature 1 les ou art if icie 1 les 

sont polyspécifiques (c'est-à-dire qu'ils reconnaissent l'ensemble des 

différences existmt entre le donneur et le reveveur). 11 convient dés lors 

de les rendre operationnellement monospécifique par une serie 

d'absorptions cellu la ires. Les réactifs ainsi prépares sont utilisés pour la 

technique de microlymphocytotoxiclté complément dépendante mise au 

pont par Terasaki et Mc Cle 1 land en 1964. En bref, les ce 1 lules exprimant 

l'antigene reconnu dans le sérum testé seront lysées par le complément et 

cette l'y'Se est mise en évidence par la prise d'une coloration vitale. 



16 

1.6.1.2. l "approche cellulaire 

Les antigènes de classe 11 sont aussi étudiés par des méthodes de 

cultures cellulaires mixtes (MLR) déterminant les spécificités lympho

déf inies ou LD. 

La MLR est un test prolifératif mesurant les différences génétfques 

principalement aux loci de classe 11. 

Cependant chez le bovin, le polymorphisme de la région BoLA-D semble 

limité, du moins dans certaines races, c'est-à-dire qu'un nombre important 

de MLR entre individus BoLA distincts se révèlent négatives (Vaiman, 

1985). 

1.6.1 .3. l "approche biochimique 

Les techniques biochimiques apportent, par les sytèmes de gels 

é lectrophoret iques en une dimension et en deux dimensions des 

informations complémentaires sur les antigènes d'histocornpat ibi lité 

respectivement la connaissance du poids moléculaire et de la charge de ces 

molécules. 

Par exernp le) l'ut i 1 i té de cette méthode est i ! lustrée par la caractérisation 

de nouveaux sous-types des antigènes HLA-A et B (J.J. Neef jes et co 11., 

1986). 

1.6.2. Etude du génome 

Après 25 ans d'études sérologiques et biochimiques des molécules du 

CMH, la biologie moléculaire permet, désormais., d'aborder les gènes qui les 

qouvernent. 

Des sondes radiomarquées permettent l'abord direct des gènes et de leurs 

ARN mes:?,agers correspondants, de façon spécif iqueJ grâce j ll1ybridation 
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moléculaire (Southern b lot). 

Par exemple des sondes CMH humaine sont uti 1 isées pour étudier les gènes 

de classe 11 bovins par cette analyse de Southern blot. Des hybrydat1ons de 

DNA bovin, digéré par une endonucléase de restriction, avec des sondes de 

cDNA humain DQ:ic,., oop, DRcx. et DRP ont révélé la présence d'une sous-région 

DO et DR dans la région BoLA-D (Andersson et al., 1986). 
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11. lat ... tr111II 

2.1. Le but du travaf I est d'analyser le polymorphisme BoLA non plus 

par des réactifs externes au système (anticorps de la sérologle) mais 

par la révélation de sa réalité interne (analyse des antigènes BoLA 

eux-mêmes). 

Cette approche se fera donc par des méthodes biochimiques capables 

de révéler l'existence de plusieurs loci classe I et d'y montrer des 

différences entre animaux. 

En effet, chaque allèle d'un locus donné code pour un produit 

po lypept id1que dont la séquence d'acides aminés comportera des 

variantes par rapport aux produits des autres allèles. 

Tous ces produits alléliques manifesteront dès lors des différences 

de charges électriques, ce qui se traduira par des points 

isoélectriques différents et permettra leur séparation par 

isoélectrofocusing (IEF) selon une première direction, suivi d'une 

électrophorese en SDS-PAGE se lon une seconde direction qui les 

sépare suivant leur poids moléculaire. 
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2.2. Justification de l'analyse b1och1migue du polymorphisme 

CMH chez les bov1ns 

Comme dans la plupart des espèces, le typage CMH se fait par des 

méthodes sérologiques. Toutefois, les méthodes biochimiques, tel que 

l'électrophorèse sur gel de sodium dodécyl sulfate-polyacrylamide en 

deux dimensions, I' 1 EF ( isoé lectric f ocusing) en une dimension et 

J'analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction, 

apportent une information de typage additionnel au sujet du 

polymorphisme du BoLA classe I car la sérologie se limité à la 

reconnaissance de 17 spécificités internationalement définies, tandis 

qu'il reste à préciser s· il existe d'autre(s) série(s) al lé l ique(s) 

codée(s) par un ou plusieurs autres loci. De plus la caractérisation 

biochimique du BoLA classe 11 est la seule méthode pouvant démontrer 

le polymorphisme des molécules de classe 11 chez le bovin, la 

sérologie du Bol A classe 11 étant impossible actuellement. Le 

développement d'un système de typage sérologique est dépassé et 

difficile ou même impossible quand il n'y a pas de réactHs bien 

caractérisés et de sources de matérie 1s disponibles. 





MITE■ I IL ET METRIDES 

1. lntlcar1s ••noclonau■ utilisés 

- Les anticorps monoclonaux ont deux caractéristiques essentielles : 

. ils sont spécifiques d'un seul déterminant antigénique 

. et peuvent être obtenus "absolument purs" en quantité illimitée. 

Les anticorps monoclonaux const ituent un outil d'une puissance 

remarquable notamment pour purifier spécifiquement des antigènes 

(Colette Raffoux et Virginia Lepage, 1985). 

- Au cours de ce travail, nous avons utilisé divers anticorps monoclonaux 

spécifi ques de produits du CMH bovin (voir table 1 ). 

1 1 B,, 
L 

lsotype 

lgG2a 

Spécificité 

classe 1 

(Letesson et coll ., 1985) 

4F 4 lgG2a classe 1 

(Letesson et coll.) 1984). 

Table 1. 

épitope 

~2m dépendant 

criaîne lourde 

polymorphe 

non 

oui (large) 

11. Pré~aration des antigènes d'histocoagatibilité 

11 existe plusieurs façons de préparer ces antigenes : 

- La preparation des antigenes purifies par chromatographie d'aft'inité est 

longue mais nous permettra la mise au point des conditions pour la 

technique d'é lectrophorese. 



- La préparation des antigènes par immunoprécipitation à partir des 

cellules radiomarquées nous permet d'avoir un matériel de travail 

disponible plus rapidement et d'application plus aisée pour le travail de 

routine. 

2.1. Antigènes purifiés 

2.1 .1. Préparation de l'extrait antigénique brut 

- des ganglions mésentériques bovins ( 150 g) sont broyés au hachoir 

mécanique (Moulinex) et récoltés à 4°C dans un volume de 150 rnl de 

tampon PBS + PMSF 0,2 mM; 

- filtration sur gaze double épaisseur; 

- centrifugation de 1 0 min à 4°C à 4000 RMP, ce qui fait sédimenter les 

cellules; 

- le culot est resuspendu dans du PBS-PMSF 0,2 mM 4°C; 

- passé . 3 l'ultraturax 30 sec . 

. aux ultrasons 2 min (45 % puissance max.) 

. au patter mécanique; 

- centrifugation de 30 min à 4000 RPM à 4°C; 

- 1 e surnageant est réco 1 té et centrifugé 1 heure à 60000 RPM 4° C (rotor 

60 Ti) pour sédimenter les constituants cellulaires; 

- resuspenslon du culot dans du tampon de lyse, laissé une nuit à 4° C; 

- aprés cette incubation, le lysat est centrifugé 1 heure a 36000 RPM et le 

surnageant constitue l'extrait antigénique brut. 



CûmDûSit iûO du PBS . KH2P04 

Na2HP04 

NaCl 

KCl 

H20 

Composition du tampon de 1yse · 

Tris 50 mM 

NaCl 150mM 

EDTA 5mM 

NaN3 0,02 % 

NP4CJ 0,5 % 

eau 

0,2 q 

2H00 1,44 g 
,:_ 

8g 

0,2 g 

1000 ml 

0,61 g 

0,88 g 

0, 19 g 

0,02 g 

û,5 ml 

IOû ml 

,...,,.., 
.:... ..... 

mettre à pH 7,4 

mettre a pH 7,2 

+ Pl"lSF O, 2 mM (Pf"ISF : Phénylméthyl-sulf onyl t"luoride ). 

2. 1.2. Chromatographie d'affinité 

L'extrait antigénique est passé à raison de 15 ml/h sur des colonnes 

placees en serie (Parham, 1979). 

La co 1 onne 1 : sert de prétï 1 tre et comporte du sépharose 48. 

La colone 2 : constituée par du sépharose 4B couplé à des lg. murrnes 

permet de retenir les protéines se fixant non 

specif1quement sur ces lg. 

La colonne 3 : consiste egalement en du sepharose 4B couplé cette rois au 

monoclonal 1182 servant a pur1f1er les mocélucles BoLA de 

cl asse 1 



- Les colonnes sont alors lavées individuellement avec du tampon de lyse 

( 1 o à 15 x le volume de la colonne) puis avec 0,5 % DOC, 15 mM TEA, pH 8 

pour éliminer les protéines non spécifiques avant d'être é luées avec 0,5 

% DOC, 15 mM TEA, pH 11, 0,5 M NaCl. 

- L'éluat, contenant les protéines spécifiques, est alors immédiatement 

neutralisé par du 0,5 M TEA pH 7,9. 

- Les colonnes sont ensuite neutralisées par du tampon de Lyse à pH 8. 

- Elles sont stockées à 4°C dans du PBS NaN3 o, 1 % . 

- Un aliquot de l'éluat C 1 ml) est concentré par une précipitation avec 6 ml 

d'acétone a -2o·c toute la nuit. 

- Ensuite centrifugation de 10 min à 4000 RPM. 

- Le "culot" protéique est alors resuspendu avec le tampon adéquat pour 

l'analyse électrophorétique. 

(Aaron P. Turkewitz et coll., 1983). 

2.2. Antigènes préparés par immunoprécipitation 

Nombre de cellules normales ou transformées expriment à leur 

surface des antigènes d'histocompatibilité. 11 est possible de marquer 

radioactivement par voie métabolique, les protéines constitutives de ces 

cellules et d'isoler les antigènes radioactifs intéressants au moyen 

d'anticorps spécifiques. 

Cette procédure nécessite différentes étapes : 

- préparation des cellules 

- marquaqe isotopique par voie métabolique 

- e:< tract ion des protéines membranaire~-

- 1mmunoprécipitation. 
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:2.2.1. Préparation des cellules 

Au cours de ce travail, nous avons utilisé des ce 11 u I es de deux 

origines distinctes : dans un premier temps, nous avons employé une lignée 

bovine myéloïde établie. Par la suite, en vue d'une application de ·1a 

technique en routine, nous avons employé des cellules mononuclées du sang 

périphérique d'un bovin normal. 

A. lignée bovine myéloide établie 

(BOL Cl : pour Bovine lymphoblastoid Ce/1 l ineJ 

Cette lignée (R 328 TA lAD) nous a été fournie par le Professeur W 

Leibo Id (Hannovre ). 

Cel le-ci est dértvée d'une infestation in vitro par des sporozoïtes de 

rne!ler/a annulata de la fraction adhérente d'une population mononuclée 

récoltée chez un bovtn normal. 

Tant au nt veau de l'ana lyse morpho logique qu'au niveau des antigènes 

membran3ires, ces cellules s'apparentent aux monocytes bovins CW. Leibold 

et al., jutllet 1986). De plus, et ce point est pour nous capital, lis 

expriment de nombreuses molécules d'histocompatibilité tant de classe 1 

que de classe Il . 

Ces cel lules sont matntenues en culture à 37°C sous 5 % CO') dans du 
L. 

milieu RPMI 1640 1 o % FCS sans antibiotiques, dans un flacon de 500 ml 

(GI BCO-NUNC). Elles prolifère nt d'abord dans le flacon jusqu'au stade de 

semi-confluence sous forme adhérente, puis commencent à se multiplier 

sous forme 1 ibre. Les passages successifs se font en transf èrant les 

cellules surmigeantes dans un nouveau flacon où le cycle se reproduit. Par 

tous les tests employant cette lignée, seules les cellules non adhérentes 

sont récoltées. 
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B. Cellules mononuclées du sang périphérique stimulées à /;. 

phytohémagglut inine 

1. Obtention 

- Du sang est prélevé au niveau de la veine jugulaire du donneur. 11 est 

immédiatement additionné d'un dixième de son volume de : 

. tampon phosphate 0,0132 M pH 6,8 

. 0,8 % NaCl 

. 1,5 % Na2 EDT A (ant icoagulann 

- L'échantillon est divisé en aliquots de 50 ml et centrifugé à 1000 g 

pendant 15 min. 

- Après centrifugation, une couche blanche (buffycoat) consitutée de 

cellules mononucléaires, lymphocytes et monocytes, se situe à 

l'interface du plasma et du culot de globules rouges. Ces "buffycoats" 

sont récoltés et dilués au moins 2 x dans du PBS pH 7,4. 

- Des al iquots de 20 m I de cette préparation sont déposées dé I icatement 

sur 15 ml d'un mélange Ficoll-Urografine (densité : 1,077) et centrifugés 

à 500 g pendant 25 min afin de purifier les lymphocytes. 

- La couche de lymphocytes est prélevée dans chaque tube et 1 avée dans du 

PBS pendant 1 O min à 200 g. 

- Le culot est alors resuspendu en NH4CI 0,75 % en eau distillée, ce qui 

permet d'éliminer les globules rouges. 

- Centrifugation de 1 O min à 200 g. 

- Les lvmphocytes sont ensuite lavés 3 x dans du PBS pendant 1 O mm à 

~00 g pour é 1 iminer les thrombocytes. 
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2. Stimulation a la phytohémagglutinine (PHA) 

Dans le but d'augmenter la densité des antigènes d'histocompatibilité 

à la surface de ces cellules, elles seront stimulées par la 

phytohémagglutinine. Cette lectine, isolée de P/Jaseolus vulçaris, est ·un 

mitogène non spécifique activateur des lymphocytes T entraînant une 

transformation des petits lymphocytes en larges lymphoblastes. 

La PHA est un inducteur de l'interféron v qui augmenterait l'expression des 

antigènes d'histocompatibilité (Lindhal et coll., 1973). 

Ainsi. les cellules, à raison de 2 mi 11 ions/rn 1, sont incubées dans un 

rnilieu RPMI 1640 1 O % FCS avec 1 O µg/rnl de PHA pendant 3 jours à 37°C 

5 % co2 . 

2.2.2. Marquage isotopique oar voie métabolique 

Le marquage bio-synthét ique se fait par incorporation métabolique 

d'un précurseur (acide aminé) radiomaraué introduit dans le milieu de 

culture dans leauel les cellules sont incubées. 

Nûus avons ct,oisi la 35s-rnéthionine (activité spécifique de 1086 

C.11 mmo l) comme isotope, car I·energ1e des particules ~ émise a partir du 
7C:: 7 14 _.,_,S est plus elevee que celle du ""H. Tandis que 1'energ1e du C: est 

comparab le avec celle du 35s: son act1v1te spéc1t'1que basse et son haut 

pri x font que son ut ilisation est 1mprat1cab le. 

Proce,:ie (P P . .Jones, 1977) · 

- A.pres une etape oe lavage par centrifugation en m1l1 eu sans meth1onme, 

les cellules (50106 cellules) sont resuspendues dans 2 ml de m1l1eu de 
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culture MEM sans méthionine, enrichi en sérum de voeu foetal (5 %) 

auquel on ajoute de la glutamine, des antibiotiques, de la méthionine 

35s (500 µCO. 

- La suspension est incubée à 37°C avec 5 % co2 pendant 4-5 heures. Une 

agitation se fait plusieurs fois par heure pour resuspendre les cellules. 

2.2.3. Ex tract ion des protéines membranaires (P.P. Jones, 1977) 

Nous avons utilisé le NP40 détergent non-ionique pour solubiliser les 

protéines membranaires sous une forme très proche de leur état natif. Le 

NP40 agit en dispersant les constituants membranaires par rupture des 

liaisons hydrophobes et électrostatiques (Klein, 1975). 

- .A.près l'incubation, on eHectue 3 lavages de 1 O min à 200 g dans 5 ml de 

PBS 2 mg/ml méthionine non radioactive, 0,02 % NaN3 à 4°C afin 

d'él 1mmer 1a rad1oact 1v1te rès1due lle 

- Le culot est resuspendu avec 0,5 ml de tampon d'extraction : 1 O mM 

Tric-Cl pH 7,2 , 0, 15 M NaCl, 0,02 % NaN3, 0,5 % NP40, PMSF 0,2 mM 

( mhibeur de protéase ). 

- Laisser a 4°C pendant 30 mm. 

- Ensuite, centriger 1 heure à 4° C â 36000 RPM. 

- Le surnageant est recoltè pour les étapes ultérieures. 

Un autre tampon a été aussi ut1 l 1sé pour faire un lysat total , qui nous 

a permis la mise au point des conditions électrophoretique bidirectionnelle 

(cr' résuitatsi 
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2.2.4. Mesure de la radioactivité précipitable (P.P. Jones, 1977) 

Procédé : 

- On ajoute à 500 µl de Saline-FCS (0, 15 M NaCl, 0,5 % FCS), 1 µ1 ·de 

l'échantillon radioactif (soit lysat cellulaire, soit immunoprécipité) et 

500 µ 1 de TCA 10 % + méthionine 2 mg/ml. 

- La préparation est laissée à température ambiante 30 min. 

- La solution est filtrée par un filtre 0,45 µ et nettoyée avec du TCA 5 %. 

- Les filtres sont laissés séchés à température ambiante. 

- Ensuite, ils sont placés dans des fioles à comptage auxquels on ajoute 4 

ml d'lnstafluor. 

Les fioles sont mises à compter dans un compteur p Œeckman 

LS-1801 ). 

2.2.5. lrnmunoprécipitation (P.P. Jones, 77) 

Pr-incipe . 

- Exploitant. la l,aute spécificité de l'anticorps monoclonal par son 

antigène. on peut iso Ier sélectivement cet antigène des autres 

molécules radioactives du lvsat cellulaire par immunoprécipitat ion en 

excès d'anticorps. 

- Les cornplexes antigènes-anticorps (Ag-Ac) formés sont précipités par 

des StaJJ/Jylococcus aur&us Cowan Strain 1 (SAC). Ces bactéries 

présentent à leur surface une molécule : la protéine A. constituée d'une 

seule cr,aîne polypeptidique (PM 42000) liée de manière covalente à la 

coucr,e de pept idoglycanes de la paroi bactérienne. 

Elle a pour propr' iété de se fixer sur- la portion Fe de la plupar-t des lgG de 

rnarnmifère (Kess ler. 81 ). 
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Procedé : 

1. Préparation du SAC 1 O % (Protéine A insoluble Sigma Chemical Co). 

- A l g de SAC lyophilisés on ajoute 10 ml de PBS NaN3 0, 1 % . 

- On lave 2 fois par une centrifugation de 10 min à 4000 RPM. 

- Avec du PBS NaN3 0, 1 %, on resuspend le culot dans 1 O x son volume. 

Cette suspension est repartie en aliquot et conservée à -70°C. 

- Par immunoprecipitat1on, on utilise 200 µ1 de la suspension de SAC 1 0 

%, lavée 2 t'ois par centrHugation dans du tampon SAC : PBS 0,01 0 M pH 

7,4, 0,5 % NP40, 2 mM méthionine , 0,02 % NaN3. 

- Le culot est resuspendu dans 200 µ1 de tampon SAC + 1 mg/ml 

d·ovalbumme et est séparée en deux. 

2. un prèclearing de l'extrait cellulaire avec le SAC avant l'addition de 

,·anticorps est eff ectuè pour éliminer la maJoritè des protéines liées de 

raçon non specif ique au SAC. 

- 100 111 de SAC en culot sont mis en presence de 50 µl d'extrait 

cellulaire marqué soit S. 106 cellules ou un équivalent de 5 millions CPl'"'l 

pendant30 min a 4°C 

3 lmmunopréc ip1 tat1on proprement dite 

- Apres centr1fugat 1on a 1000 g pendant l O min a 4°( le surnageant est 

recol te et est mis en contact avec un anticorps monoclonal 5 à 20 µl 

crasc ite pendant 30 min a 4•c 

- Ensuite la suspension est mise en présence de 100 µ l de SAC pendant 15 

min a temperature ambiante 
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- La suspension est centrifugée à 1000 g, le culot est lavé dans du tampon 

1mmunomix 0,2 % SDS : tampon immunomix 5 mg/ml BSA, 1 % Triton, 

PBS ; 0,5 % DOC . 

- Ensuite lavage dans du tamon immunomix 2M KCl . 

- Un troisième lavage s'effectue dans du tampon Neufe ld : 0, 1 % SDS, 0,6 M 

NaCl, 0,05 % NP40 pH 8,6. 

- Deux derniers lavages sont effectués dans du PBS. 

- Le culot du dernier lavage est resuspendu suivant les cas 

soit dans 25 µl de tampon échantillon SOS : Tris 0,0625 M pH 6,8 

glycérol 1 O %, ~2-ME 5 % (réducteur puissant), SOS 2 % pour une 

séparation de l'antigène BoLA en SDS-PAGE. La suspension est mise à 

1 oo~c pendant 5 min. Cette étape consiste à "dérouler" les protéines 

(action du 5D5 et de la chaleur), ~ dissocier les complexes Ag-Ac-SAC 

(action de la chaleur) et à décomposer l'Ag et l'Ac en leurs sous-unités 

éventuelles même si leur association est de nature covalente (action du 

~2r1E) <D. Charron, 1985) 

~ dans 25 µl de tampon d'échantillon IEF : urée 9,5 M, NP40 2 %, 

Ampholine pH 5-7 1,6 % , Ampholine pH 3,5-10 0,4 % , ~2-ME 5 % , 

laissé en contact 15 min à température ambiante pour une séparation de 

l'antigène BoLA en I EF. 

- la suspension est centrifugée à 1000 g afin de sédimenter les SAC, le 

surnageant est récolté avec précaution et sera déposé sur le gel. 

2.2.6. Oéglycosylation 

Nous avons vu que les molécules BoLA sont des glycoprotéines. Il sera 

intéressant dès lors de comparer des antigènes glycolysés et déglycolysés, 

ces derniers seront indépendants des modifications de cr,arges pouvant 

résu lter notamment de leur glycosylat ion post-trans lat ionne l le. 
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A. Nous avons utilisé la neuraminidase, enzyme qui enlève le!. 

acides ssialiques : éléments les plus chargés des chaine!. 

osidiques liés aux protéines. Son moment d'application a liei 

à la fin de rimmunoprécipitation. 

- Le culot du dernier lavage de l'immunoprécipité est resuspendu dans 

20 µ1 de neuraminidase (5 µ/ml) ·et 20 µl de tampon neuraminidase (50 

mM NaAc pH 5,0, 1 mM CaCl?) (J.J. Neef ies, 1986). 
~ . 

- La suspension est incubée 4-5 heures à 37°C sous agitation. 

- Ensuite centrifugation 10 min à 1000 g. 

- Le culot est resuspendu avec 25 µl de tampon IEF et laissé 15 min à 

température ambiante. 

- Recentrifugation et récupération du surnageant. 

B. Nous avons également utilisé la tunicamycine bloquant /;. 

glycosylation des glycoprotéines. la tumicamycine est ur, 

antibiotique produit par Streptomyces sp. qui bloque /;J 

synthèse du 6/cNAc- pyrophosphoryl- do/ichol à partir dtJ 

Ool-P et de ruoP-6lcNAc /Oan Ouksin et coll, 1982). Elle est 

ajoutée au moment du marquage radioactif des antigènes. 

- Les cellules sont incubées dans un milieu MEM sans méthionine 

contenant 1 µ_g/m l de tunicamycine pendant 1 heure ensuite on ajoute le 

précurseur 535 méthionine et l 'on poursuit l'incubation 5 heures en 

présence de tunicamycine. 
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3.1. Processus électrophorét1aue 

3.1.1. Electrophorèse unidirectionnelle sur gel de poly-acrylamide en 

présence de SDS (SOS-PAGE) 

Principe : 

L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide est une électrophorèse de 

zone couramment utilisée pour J'analyse d'un mélange complexe de 

plusieurs protéines. El le permet en effet la séparation complète des 

divers constituants de l' échant i 11 on déposé au sommet du ge I grâce à son 

haut pouvoir de résolution et possède une grande reproductibilité. 

On réalise un gel de polyacrylamide en faisant polymériser l'acrylamide 

(CH? = CH-CO-NH?) et le NN'-méthylène bisacrylamide (CH? = - ~ ~ 

CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH = CH2), La polyméri sation est initiée par des 

catalyseurs produisant des radicaux libres, par exemple l'ammonium 

peroxydisulfate ((NH4)2s2o8) et le NNN'N' tétraméthylènediamine <TEMED). 

La polymérisation de l'acrylarn1de sous forme de chaines pontées par les 

molécules de NN' mèthyleneb1sacrylamide aboutit à la formation d'un 

réseau ,.1ont la ret1eulat1on du gel dépend du 'fo d'acrylamide et de 

b1socry larn1de utilise Le d1ametre des pores ainsi formes détermine la 

rnob1l1te èlectropnoretique des protéines déposées sur le gel · plus les 

pores sont pet lts, plus la rnob1 lite d1m mue. 

Le so,.11um dodecyl sulrate (SDS )., détergent anionique , est ut1l1se pour 

ses propr1etes de rompre la structure trld1mensionnel le des protéines et 
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de les charger négativement. De plus, le complexe SOS-polypeptide en 

solution a la forme d'un ellipsoïde dont le grand axe est proportionnel au 

poids moléculaire de la chaï"ne peptidique. 

Ainsi, l'abondance des charges négatives et la forme constante des 

protéines rend leur comportement é lectrophorétique constant. Leur 

séparation en SOS-PAGE se fera donc uniquement sur base de leur 

différence de poids moléculaires Œ.D. Hames, 1985). 

Procédé : 

* Préparation des ge 1 s : 

- Les gels de séparation (running gel) à 10 ou 12 % d'acrylamide snt coulés 

en gels plats d'épaisseurs, 0,75 mm, de longueur 6 cm, de largeur 8 cm. 

- Composition du running gel : 

Tris-HCl 1,500 M pH 8,8 

SOS 0,4 % 

acrylamide 30 n 
bisacrylamide 0,8 % 

eau 

Temed pur 

Â,_PS l % 

2,5 ml 

4ml 

3 ml 

10µ1 

0,5 ml 

.Apres l'addit ion du Temed, la solution est dégazée pour éliminer 1'02 

present et l'.APS est a Jouté au dernier moment. 

Un place au-dessus de l'alcool 1soamyl1que pendant le temps de 

po lyrner1sat 10n 

- Li:> runn1ng qe I est ensuite surmonte d\m cm de gel ct ·emp1 lement 

1 st acklng qe 1 .l a 3 % 1lacry lam1cte 



- Composition du stacking gel: 

Tris-HCl 0,500 M pH 6,8 

SDS 0,4 % 

acrylamide 30 % 

bisacrylamide 0,8 % 

eau 

Temed 

APS 1 % 

1,25 ml 

0,5 ml 

2,75 ml 

5 µl 

0,5 ml 
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- Des que le stacking gel est. coulé on met. un peigne a 1 O puits et la 

polymer1sation se fait plus ou moins en 45 min. 

* Electrophorèse 

- On dépose dans chaque pu I t 20 µ l d' échant i 11 on auquel ont été mélangées 

quelques gouttes de glycérine pour augmenter la densité de l'échantillon 

et quelques µl de bleu de bromophénol, colorant de très r·a1ble PM, pour 

situer le front de migration. 

- Du tampon d'électrophorèse est placé dans la cuve a électrophorèse 

(mini Protean 11 cell Biorad). 

Tampon electrophoretJque · 

Tris 

glycine 

SDS 

25 mM 

0, 192 M 

0, 1 % . 

- On applique alors un courant. de 200 volts pendant plus ou moins 45 min. 

- Parall element. aux échantillons déposés, on ran migrer sur une des 

pist es du gel un me lange de protéines et.alons radiocat1ves de PM connus 

1 C 14 Methy lated prote in mixture Amersham) 
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Protéines étalons de poids moléculaire: 

14300 lysosyme méthylée 

30000 

46000 

69000 

92000 

200000 

3.1.2. Electrophorèse bidirectionnelle 

Principe : 

anhydrase carbonique méthylée 

ovalbumine méthylée 

sérum albumine: bovine méthylée 

phosphorylase méthylée 

myosine méthylée. 

Le système de gel électrophorétique en 2 dimensions combine les 

techniques de convergence isoé lectrique ( 1 EF) en présence d'urée et d'un 

détergent neutre dans la première dimension et de gel é lectrophorét ique 

plat sous des conditions dénaturantes uti 1 isant le sodium dodécyl sui fate 

(SDS) dans la seconde dimension. O'Farrell ( 1975) démontrait le premier le 

grand patent ie 1 d'une tel le technique qui, ut i 1 isant des protéines marquées 

isotopiquement résout plus d'un millier de polypeptides et détecte des 

composants Jusqu'à 0,001 % ou moins des protéines cellulaires totales. 

* La séparation fait appel à deux caractéristiques indépendantes des 

protéines : une est la charge, qui est reflétée par le point isoélectrique 

(Pl ), et l'autre est le poids mo lécula1re qui détermine la mobilité des 

complexes SOS-protéines dans les gels de polyacrylamide. 

La séparation des protéines en fonction de leur point isoélectrique est 

b3sée sur leur migration é lectrophorét ique dans un gel support comportant 

un gradient de pH. Chaque protéine migrera dans le champs jsuqu'à ce 

qu'elle atteigne son point d'equilibre à un pH donne. Chacune 
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s'immobilisera au pH qui lui donne son point de non-charge globale (point 

isoé lectrique). 

* Ce gradient de pH est créé par des porteuses d'ampholytes, petites 

protéines de bas poids moléculaire. La formule générale en est: 

X= 2 OU 3 

R =Hou -(CH2)x - COOH 

Ces molécules synthétiques présentent des fonctions acides et basiques, 

qui sont introduites Ires de la préparat ion des gels. Elles vont migrer en 

f onct 10n de leur charge Jusqu'à leur point 1soé lectr1que. El les ont une 

capacité de tampon et de solub1 lité élevée au point 1soélectr1que, ainsi 

qu'line bonne conductivité (P.6. R1ghett1 et coll. , 1980). 

- La reso lut ion sera d'autant me11 leure que la rangée de pH est etroi te. 

C' est pourquoi 11 est intéressant de mélanger deux lots d'ampholines 

provenant de firmes d1fferentes, car la composition des ampholytes 

commerc1al1ses ne donne pas un gradient tout a tait linéaire de pH Ainsi 

I·un dans l'autre, ils se completent.. 

un peut aussi augmenter le pourcentage d'ampholine à 4 % au lieu de 2 % 

t1ab1 tue l lement ut i 1 isé ce qu1 permet une meilleure eHicience de la 

gamme de pH. 

- Lors de la preparat1on des gels nous utilisons de l'amberl1te MB-1 

1.f"lonobed m1xed resrn analyt1cal grade), résine echangeuse d'ions mixtes, 

qui enleve les dern1eres traces d'acides acryliques et cyanates et 

d':?Jutres impuretés chargees qui r1squera1ent d'mterferer avec la 

n11<Jrat 10n (Dr Lecoq , comm pers , H. Erasme) 
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* Distinction gel IEF et NEPHGE (Bravo, 1984) 

Malheureusement, les protéines basiques ne sont pas bien séparées dans le 

système IEF/SDS parce qu'en général elles entrent peu dans le gel IEF. 

Même si des ampholytes plus basiques sont inclus, l'extension du gradient 

de pH est très petite, parce qu'en présence d'urée la région basique du 

gradient est instable. En outre, les quelques protéines basiques qui entrent 

dans le gel IEF sous ces conditions produisent toujours des traînées. 

Cependant, il est possible de surmonter ces problèmes en utilisant une 

électrophorèse à gradient de pH non équilibré (NEPHGE) en première 

dimension au lieu du IEF. Les principales différences entre NEPHGE et IEF 

sont que dans le premier, les échantillons sont appliqués du côté acide du 

gel et le produit voltage par temps est plus petit que celui dans le IEF. 

Sous de telles conditions, le gradient de pH n'atteint pas un équilibre 

complet, et les protéines ne convergent pas totalement en leur point 

isoélectrique comme elles le sont dans les gels IEF. Néanmoins, plus de 

protéines dans les gels NEPHGE sont séparées selon leurs différences de 

charge. Le ge 1 NEPHGE pH 3,5-1 O est le plus utilisé pour parcourir tous les 

modèles de protéines tandis que les rangées de pH étroites peuvent être 

utilisées par une étude plus détaillée de protéines particulières grâce au 

gel IEF . La meilleure résolution de protéines acides est donc obtenue avec 

l'IEF puisque la région des gels contenant les protéines acides est 

compressée dans le NEPHGE. La meilleure résolution de protéines basiques 

est au contraire obtenue avec un gel NEPHGE pH 7-1 O. 
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Procédé : 

Préparation gel NEPHGE et IEF (0'Farrell, 1975; Bravo, 1984) 

Composition : 

gels IEF 

uree 9,2 M 2,75 g 

30 % acrylamide 0,665 ml 

10 % NP40 1,0ml 

eau 0,78 ml 

Ampho I ines pH 5-7 4% 400 µl 

Ampholines pH 3,5-10 2% 50 µl 

10 % APS 6 µl 

Temed 4 µl 

acrylarnide 30 % . acrylarnide 28,38g 

bis acrylarnide 1,62 g 

gels NEPHGE 

2,75 g 

0,665 ml 

1,0ml 

0,98 ml 

0,25 ml 

8 µl 

4,5 µI 

portés à 100 ml d'H2o 

- 11 faut que l'urée soit dissout, puis on ajoute une cuillère d'amberlite 

(échangeurs d'ions) et on laisse agir 30 min à température ambiante. 

- Avant d'ajouter le Temed, la solution est dégazée. 

- L'urée utilisée à haute concentration, permet de solubiliser et de 

dissocier les protéines 1 iées fermement par disrupt ion des ponts qui 

maintiennent la structure tertiaire. 

- Le NP40 so lubi 1 ise les protéines hydrophobes te 1 que les composants des 

membranes cellulaires. 
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Préparation des tubes cylindriques 

- Les tubes ont une longueur de 15 cm et un diamètre interne de 2,5 mm. 

- Avant l'utilisation des tubes, ils doivent être lavés soigneusement dans 

une solution d'acide (HCl 0, 1 N) à 1 oo·c, ensuite rincés à l'eau distillée 

et séchés. Ce traitement assure que les gels s'acco leront de façon 

appropriée aux tubes. 

- Les tubes sont marqués à 13 cm et l'autre extrémité est enrobée de 

plusieurs couches de Parafilm. 

- Les gels sont alors coulés dans les tubes jusqu'au trait à l'aide d'une 

seringue terminée par une aiguille longue très fine ( 18 cm, 22 gauge). 

- Lorsqu'on coule les gels on évite la formation de bulles en y appliquant 

une certaine pression. 

- Les gels sont alors surmontés d'un gel overlay (urée 8M en eau distillée) 

pendant le temps de polymérisation ( 1 à 2 h). 

- Ensuite le gel overlay est enlevé et remplacé par 20 µl de tampon IEF. 

E 1 ectrophorèse - gel NEPHGE 

La cuve électrophorétique est composée de deux parties. La partie 

inférieure contient la solution NaOH 0,02 M; la partie supérieure contient 

la solution H3Po4 0,01 M. Le tampon basique est relié à la cathode. 

Les échantillons sont déposés du côté acide, on en dépose 15 µl qu1 

sont surmontés de 10 µl de sample overlay et du H3Po4 . 

sample overlay : uree 9 M 

Ampriolrnes pH 5-7 0,8 ro 
A.mpho l ines pH 3,5-1 o 0,2 ro 
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On applique 500 Volt pendant 5 heures 30 min. 

- gel IEF 

Ici, la partie supérieure contient le tampon basique NAOH et la partie 

inférieure le tampon acide H3Po4 . 

Le NAOH est préalablement dégazé. Ici, on fait un prérun pour éliminer un 

excès de persulfate et les isocyanates. 

On ajoute 20 µ 1 de tampon I EF sur chaque ge 1 et du NAOH. 

On applique 200 V pendant 1 s· 
300 V pendant 30' 

400 V pendant 30' 

On arrête l'électrophorèse et on retire le NAOH. 

Pour l'électrophorese proprement dite, on dépose les 20 µ1 

d'échantillons du côté basique des gels qui sont surmontés de 10 1.11 de 

sample overlay et de NaOH. 

L'électrophorèse se fait pour un total de 4800 volts-heures à raison de 400 

volts l'heure. 

Ensuite, pendant 1 heure, on augmente le voltage a 800 volts, cette 

procédure ressere les bandes de protéines et réduit les traînées dans la 

dimension IEF. 
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Passage en 2ème dimension 

- La préparation du ge 1 SOS-PAGE se rapproche de ce 11 e de 

l'électrophorèse unidirectionnelle, à part qu'ici on coule les gels en 

grands gels plats de 1,5 mm d'épaisseur, de 16 cm de longueur, de 16 cm 

de largeur. 

Ici, on n'utilise pas de peigne et on surmonte le gel d'une baguette 

pendant le temps de polymérisation. Un petit puit sur le côté est formé 

pour les protéines étalons. 

Les gels de 1ère dimension sont démoulés en utilisant une seringue 

terminée par un embout app 1 iqué au côté basique du ge 1, on y app 1 ique 

une certaine pression en injectant de l'eau. 

- Les gels sont extrudés dans 5 ml de tampon d'équilibration pendant 30 

min, ainsi les protéines pourront migrer dans le gel 20 . 

Tampon d'équilibration: Tris 0,5 M - pH 6,8 25 ml 

glycéro l 20 ml 

SOS 10 % 40 ml 

2 PME 10ml 

0,05 % BBP 5 rnl 

eau 100 rnl 

- Les gels de 1ère dimension sont disposés ensuite sur les gels SOS-PAGE 

2iu moyen d'un support en plastic qui permet de déposer le gel 1 D 

pat'âllèlernent aux plaques, bien au dessus du gel 2D, le côté acide 

toujours eri opposé aux étalons. Le gel de 1 D est fixé par l'21garose et le 

tampon d'èqui 1 ibrat ion restant est é 1 irniné. 

- Les protéines étalons de PM connus sont déposés dans le petit puit. 

- On place le ge i 20 chargé dans une cuve à é lectrophor•èse Prote an 11 ce 11 

avec du tanwon électropr1orétique. 
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- On applique un courant de 40 mA/gel pendant 5 heures. 

3.1.3. Transfert électrophorétique de protéines sur feuille de nitro

cellulose nowbin et coll., 1979) 

- Après électrophorèse de protéines non marquées sur gel plat, le gel est 

démoulé et équilibré dans du tampon transfert, sans agitation, pendant 

15 min à 20°C. 

Tampon transfert : Tris 

Glycine 

méthanol 

25 mM 

192 mM 

20 ro 

- Le gel est alors mis en contact étroit avec une feuille de nitrate de 

cellulose équilibrée dans du tampon transfert, en prenant soin d'éliminer 

les bulles d'air pour un contact optimal. 

- Le dispositif est immergé dans le tampon transfert et dans le 

Trans-blot Cell et soumis à un champ électrique (60 v pendant 3 heures) 

destiné à transférer les protéines du gel sur la feuille de nitrocellulose. 

- Après le transfert, la feuille de nitrocellulose est incubée une nuit à 4°C 

dans du PBS 3 % NP40 pour ses propriétés renaturantes. 

3.2. Détection 

3. 2. 1. Co Jorat ion au bleu de Coomasie 

Après séparation d'antigènes non marqués, le gel est fixé avec du TCA 

12 % pendant 30 min, puis rincé à l'eau courante. 



Ensuite, il est coloré avec le bleu de Coomasie: 

bleu de Coomasie (brillant blue R250) 

méthanol 

acide acétique glacial 

On laisse une heure à l'abri de la lumière. 

On décolore avec éthanol T 

0,25 g 

45 ml 

45 ml 

10ml 

30 ml 

acide acétique T l o ml 

H?Od 60 ml 

3.2.2 .. Autoradiographie (Bravo, 1984) 
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Après la séparation des antigènes marqués isotopiquement, le gel est 

place dans 3 bains successifs de DMSO (puissant déshydratant> pendant 

30 min, ensuite on le place dans un bain de DMSO et PPO (200 ml - 60 g), 

4 heures ou toute la nuit. Le solvant DMSO permet de porter le PPO 

(substrat scintillant) dans le gel. Le PPO convertit les particules ~ en 

photons de lumière bleue ou ultraviolette. 

Ensuite, le gel est lavé à l'eau courant au moins 40 min pour réhydrater le 

gel et précipiter le PPO. 

Le gel est alors placé entre papiers de cellophane et séché sur un sécheur 

de gel relié à une pompe à vide au moins 5 heures. 

Une fois sec le gel est mis en sandwich entre 2 films (hyperfilm TM-MP, 

Amersham 18 x 24 cm) dans l'obscurité et stocké dans une cassette à 

-70°C pour augmenter l'eft'icience. 

Après quelque temps d'exposition, le film est développé dans un révélateur 

radi ograpriique manuel à contraste variable (Polycon May & Baker) et fi xé 

dans un fixateur radiographique manuel ultra-rapide (Perfix May & Baker). 
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3.2.3. Détection immunoenzymatiaue 

- Après b lott ing, le gel est fixé et coloré pour vérifier l'efficacité du 

transfert. 

- La feuille de nitrocellulose est incubée 1 h en PBS 1 % BSA pour saturer 

les sites restés libres sur la membrane de nitrocellulose et est lavée 

en PBS 1 pour mil le Tween 20. 

- Elle est incubée 45 min à 2o·c avec l'anticorps monoclonal (surnageant 

de culture) et lavée 3 fois sous agitation en PBS un pour mille Tween 20. 

- Elle est incubée 45 min à 2o·c dans du Rabbit-Anti-Mouse (RAM), 

conjugué à la peroxydase dilué 1 /200 dans du PBS 1 O % sérum de bovin 

normal, qui permet de détecter la fixation du monoclonal sur l'antigène. 

- Après 3 lavages en PBS Tween, la peroxydase, localisant l'antigène 

cible, est révélée par incubation de la feuille de nitrocellulose dans du 

tampon Tris-HCl 0, 1 M pH 7,6 contenant 0,05 % de Diaminobenzidine 

<DAB) et 0,03 % H000. 
~ ,__ 

- La peroxydase catalyse la réduction de l'eau oxygénée en eau en présence 

d'un donneur d'électrons : la DAB qui, par un mécanisme de 

polymèrisat1on et de cyclisation oxydative, se transforme en un vaste 

polymère de Phénazine insoluble (coloration brune). 

- La réaction enzymatique est stoppée en trempant la feuille dans de l'HCl 

0, 1 N. 



RESULTATS ET 

DISCUSSIOJV 
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IESULTITS ET 11 SCISSION 

1. Mise •• aolnt de ré1ectraoberè1e en de•• diaensians 

L'équipement et la méthodologie de l'électrophorèse en deux 

dimensions peut sembler initialement assez complexe, cependant la bonne 

résolution de cette technique compense le travail fourni . 

- La préparation des échantillons pour l'électrophorèse doit être faite 

dans un tampon approprié de façon à ce que les protéines soient 

complètement solubilisées et dénaturées, afin qu·e lles puissent entrer 

dans le gel et ne pas s·aggréger. Les tampons échantillons contiennent 

entre autre pour la 1ère dimension, l'urée et le NP4O, et pour la 2ème 

dimension le Tris et le SDS (O'Farrell, 1975). 

La quantité d'échantillons que l'on peut déposer sur les gels de 1ère 

dimension est limité pour éviter d'une part une distortion du gel et 

d'autre part, lors de la détection par autoradiographie, d'obtenir des 

spots dont la taille élevée diminuerait la distance entre les spots 

'✓ Oisins, avec une perte de résolut ion. 

- Les solutions électrolytes pour la 1ère dimension. 

Plus la solution anodique et cathodique est concentrée, plus stable est 

le gradient de pH. Le pH de la solution anodique doit être proche du pH de 

l'extrêmité anodique du gradient de pH et le pH de la solution cathodique 

doi t être proche du pH de l'extrêmité cathodique. On util ise le H3Po4 

0,01 Met le NAOH 0,02 M comme solution anodique et cathodique, qui ont 

pour rôle d'empêcher l'oxydation et la réduction, respectivement, des 

èchant il lons et/ou des porteuses d'ampholytes aux deux électrodes. 
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- 11 est important de renouveler les solutions, essentiellement celles 

d'acrylamide et de Na0H pour augmenter la résolution. 

- Le temps requis pour une séparation adéquate des protéines dans les 

gels 1ère dimension est dépendant du choix de la gamme de pH, i 1 sera 

donc plus long pour une gamme de pH étroite et plus court pour une 

gamme large de pH. Pour obtenir la résolution optimale des protéines en 

ge 1 1 EF, le temps requis sera de 16 heures à raison de 400 volts/heure et 

de 5 heures à raison de 400 volts/heure pour les gels NEPHGE. Pour ces 

derniers, le temps d'électrophorèse est si court que les protéines 

n'atteignent pas leur équilibre et par conséquent le temps 

d'électrophorèse détermine la distance des protéines (0'Farre 11, 1975). 

- Le temps d'équilibration des protéines a été fixé à 30 min. Ce temps est 

choisi pour 1 imiter la perte d'un certain pourcentage de protéines (5 à 

~5 %). 

- Pour qu'une comparaison soit valable d'un gel à l'autre, il est absolument 

nécessaire de travailler dans des conditions de reproductibilité. 

* Lors de la préparation des tubes pour les gels 1ère dimension ou des 

plaques pour les gels 2ème dimension, on y trace un trait à une 

distance convenue ( 13 cm .pour les tubes, 14 cm pour les plaques). Les 

gels sont alors coulés jusqu'à ce trait permettant ainsi d'avoir des 

gels de même longueur et donc les protéines parcourront la même 

distance. 

4" 11 faut aussi éviter toutes variations par changement des conditions 

él ectrophorét1ques. Pour se faire, les gels de 1ère dimension qui 

do ivent être comparés seront é lectrophorét isés en même temps. 
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~ Lors du passage en 2ème dimension, les gels 1ère dimension sont 

déposés au-dessus, à partir d'une des extrêm i tés du gel 2ème 

dimension (en général le côté acide en opposé aux étalons). Au 

moment de la détection à l'autoradiographie, le film sera posé sur ·le 

gel à partir de la même extrêmité. Ainsi les différentes taches 

apparaissant sur le film pourront être comparées exactement. 

- Optimisation du gradient de pH. 

La technique d'isoélectrofocusing donne une très bonne résolution, qui 

sera fonction de la gamme de pH inclue dans le gel : plus le gradient 

représentera des limites restreintes de pH, plus la résolutio~ entre 

protéines de points isoélectriques proches sera importante. 11 convient 

donc dans un premier temps de déterminer dans quelle zone de Pl, et par 

consequent dans quelles limites de pH les molécules BoLA se situeront. 

La technique choisie est le NEPHGE, car cette procédure couvre une 

gamme suffisamment large de pH (3,5-10) et parce qu'elle se fait aussi 

en un temps plus rapide (5 h au lieu de 16 h). 

Lors de l'électrophorèse des gels de 1ère dimension, un gel sur lequel 

aucun échantillon n'a été déposé, est coupé en bandes de 1 cm ou 1,5 cm 

de longueur. Chacun de ces morceaux est placé dans une fiole contenant 

1 ml d'eau distillée et laissé en contact 1 heure. Après le passage de 

ces fioles au vortex, on mesure le pH des différents morceaux du gel. 

Cependant, il faut tenir compte du fait qu'une concentration élevée en 

urée réduit l'activité des ions hydrogènes et a un effet apparent sur la 

charge nette des protéines dans leur région isoélectrique, entraînant 

ainsi des modifications dans les mesures du pH (Nobuo Ui, 1971 ). De 

plus, il y a le problème de trouver des points de références pour le Pl de 

iJ 1ère dimension. 11 est possible d'utiliser comme marqueurs interne::. 

des polypeptides identifiés de l'échantillon comme l'actine, ou d'ajouter· 
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des standards internés comme des protéines carbamylées (Anderson et 

Hickman, 1979). 

Nous n'avons pas utilisé de marqueur interne pour la première dimension, 

seul le ge 1 coupé en morceaux nous sert de référence. 

La 1ère dimension est suivie d'une seconde dimension en SOS qui 

contient des protéines étalons de PM connus (cfr. méthodes) servant de 

référence pour visualiser le poids moléculaire des protéines. 

- Sensibilité de détection : l'autoradiographie utilisée en conjonction avec 

l'électrophorèse des gels en deux dimensions augmente fortement la 

sensibilité de détection des protéines (O'Farre 11, 1975). 

Le principal problème est la détection des protéines "mineures" qui ont 

besoin d'un temps d'exposition plus long que les protéines "majeures". 

Celles-ci sont alors surexposées et la surface de leur spot est alors 

Jugmentée, pouvant interférer avec d'autres spots. Le temps 

d'exposition sera notamment fonction de la quantité de radioactivité 

déposée sur I e gel . 

Puisque l'IEF et le SOS sont faits dans des conditions réductrices et 

dénaturantes, chaque spot sur le gel 20 représente une chaîne 

polypeptidique unique (Jones P.P., 1977). 

Les premiers essais de l'électrophorèse en deux dimensions ont été 

effectués sur un lysat total à partir de cellules de lignée myéloïde 

(préparation cfr. méthodes). 1 O µ l contenant 2.106 cpm ont été déposés 

sur gel NEPHGE puis ont migré en gel SOS (voir photo 1 ). 



NEPHGE 

PM 

96K 

69K 

46K 

30K 

14K 

côté acide 
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côté basiq ue 

Photo 1. Analyse en deux dimensions (NEPHGE = 1 D, SOS = 20) de 1 O 11 l d'un 

lysat total à partir de cellules de lignée myéloide contenant 

2.1 o0 cpm. Temps de développement après 12 heures. 

Sur ce film, on peut voir l'apparition de plus de 300 protéines et une 

aggrégation de protéines du côté acide. On remarque également la 

présence de traînées dans les deux direct ions. 

A l'aide d'un gel de rét"erence, on peut estimer le gradient de pH qui s·y 

est étab 1 i (voi r graphe 1 ). 



pH 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

6, 80 
6,25 • 

• 
5,30 

• 
4,30 

3,60 3, 72 • 

• • 

1 , 5 3 4,5 6 7,5 9 

Graphe 1. Gradient de pH d'un gel NEPHGE. 

7,60 
• 

10,5 

8,75 
• 

12 

50 

longueur du gel 
en cm 

Nous pouvons constater que dans l'ensemble, la résolution est bonne, 

mais il est difficile de mettre en évidence les protéines BoLA de classe 

1 sans avoir au préalable une idée de leur mobilité en IEF, c'est pourquoi 

nous allons poursuivre notre étude sur les antigènes purifiés 

Normalement , la m:J _i orité de protéines est située entre pH 5- 7. 
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11. Les antigènes 1urifiés 

A partir de 150 g de ganglions, on obtient environ 3-4 mg de protéines 

purifiées (préparation cfr. méthodes). Lors de la chromatographie 

d'affini té, c·est l'anticorps monoclonal 11 s2 qui est fixé aux billes de 

Sépharose, ainsi l'antigène récupéré doit être un antigène de classe 1 

(propriétés 11 B2 cfr. méthodes). Nous avons fait un contrôle en SDS (voir 

photo'.?). 
A B 

~ 

. ...... __ .. 

PM 

66K 

45K 

36K 

29K 
24K 

20K 

Photo :2. Analyse en gel SDS. 

A : les antigènes purifiés de classe 1 (preparation cfr. méthodes) 

resuspendus dans I 0 µ 1 de tampon echant i 11 on SDS ont été 

déposes sur I e ge 1. 

B : bande ètalon. 

Nous voyons que l'ant 1géne est bien pur1 fie, il n·y a pas de contaminant et 

l'3ntigene est si tué a un poids moléculaire d'environ 45000 daltons tune 

deuxième petite bande apparaH un peu en-dessous). Nous pouvons dire que 
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l'on est en présence de 1"1:mt i gène de c 1 asse 1. Un antigène préparé de façon 

analogue a d'ailleurs servi Èl la détermination de la séquence N-terminale 

de cette molécule qui confirmait la nature CMH classe I de cet antigène 

(Letesson et coll., soumis pour publication). 

2. 1. Ano 1 yse sur ge 1 NEPHGE 

Par 1 a sui te. nous avons utilisé 1 a technique en deux di rnensi ons. Des 

anti gènes de classe 1 (91 ug/ml) précipités dans 6 rnl d'acétone sont 

resuspendus dans 20 u 1 de tarnpon éct·11:ini t1 l on I EF. Ces antigènes ainsi 

préparés sont ,jéposés sur deux gels NEPHGE pour la 1ère dimension et ont 

rni gré ensui te sur ge 1 SDS pour 1 a 2ème di rnensi on. Nous avons ut i 1 i sé deuj<: 

tect1ni ques de détection : 

§1 

- ,June part .. un gel a été détecté pfir le bleu ,je Coornasie (voir photo 3) _: 

PM 

66K 

45K 

36K 

29K 

24K 

20K 

A 
~ NEPHGE 

côre: 
6.<.\d.e. 

F't"1oto 3. An;:lly::;e en NEPHGE ( 1 D) et en '.3[6 (2D). Les anti~~ènes purifiés de 

cla::;se 1 (91 _Ltg/rnl) resuspen,jus ,jan:; 20 _Ll.l 1je tampon IEF ont 

été ,jépo::;é::; sur le ,~el NEPHGE. Détection au ttleu ,je Coornasie. 

A : t,ande étalon. 

- - - - - - - - - - - - - - - - -
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- d'autre part après l'électrophorèse en deux dimensions, l'autre gel a 

subi un blotting suivi d'une détection immuno- enzymatique faisant 

intervenir ici le monoclonal 4F 4 reconnaissant en Western blot la 

chaîne lourde des molécules de classe 1, alors que le 11 B2 ne réagit 

pas dans cette technique <voir photo 4). NEPHGE 
( 

côté :i.Jasique côté acide 

Photo 4. Analyse par Western blot des antigènes purifiés de classe 1 

( 91 µg/m 1) resuspendus dans 20 µ l de tampon I EF et déposés sur 

ge 1 NEPHGE, migrant ensuite en SOS. 

Détection immunoenzymat ique surf eui lle de nitroce 1lulose. 

Sur les deux photos, on voit bien diff èrentes tac~ies qui ont des 

charges non identiques, mais de même poids moléculaire (environ 

45000 daltons). 

En référence au gradient de pH (graphe 1 ), nous pouvons donner 

3pprox1mat1vement le pH de ces taches. Elles se situent entre 5,30 et 

6,4 pour les taches de la photo 3. Seules les taches les plus acides de 

la photo 3 sont v1sual1sees sur la photo 4. Puisque ces taches ont un 

pH entre 5,3 et 6,4 , 11 est possible de faire leurs etudes sur un gel 
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pH entre 5 ,3 et 6 ,4 , i 1 est possi td e de faire I eur-s études sur un ge 1 

1 EF (pH 5-7), nous permettant ainsi d'auqmenter 1 a réso 1 ut ion des 

protéines à PI proches. De p 1 us, nous ferons l'ana 1 y~;e des antigènes 

de classe I préparés à partir ,je deux bovins différents pour avoir une 

rnei 11 eure comparai son. 

2.2. Ano1yse sur gel IEF - Comporoison des ontigènes entre deux 

bovins 

Les antigènes de c 1 asse I du bovin a 12 (91 pg/m 1) pré ci pilés dans 6 rn 1 

,j·acétone et ceux de l'al6 ( 173 JJ.girnO dont 0,5 ml ont précipité dans 6 ml 

,j'acétone smü resuspendus chacun dans 20 _1.1 l de tampon I EF . 11 s ont été 

déposés sur ge 1 s I EF pour 1 a 1ère dimension et ont rni gré en ge 1 s SDS pour 

la 2èrne dimension. La détection se fait au bleu de Coornasie pour les deux 

(voir Fir,otos 5 et 6) . IEF 

td~< ----~1 ~;9•::K 
45K 

36K 

29K 
24K 

20K 

14K 

purifiés ,je i.::l asse 1 (9 î 1..t9/rn 1 pré ci pi tés pré al attl ernent 

,jan::; 6 rnl ,Jacétone) resuspen,jus ,jan::; 20 1...1.l de tarnpon IEF. 

Détection au ttleu de Coorna::;ie. 
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côté basique côté acide 

PM 

66K 

45K 

36K 

29K 
24K 

20K 

14 K 

Photo 6 - al5- Analyse sur gel IEF ( 1 D) et sur ge l SOS (2D) des antigènes 

purifies de classe 1 ( 173 µg/ml dont 0,5 ml ont 

préalablement precipité dans 6 ml d'acétone) resuspendus 

dans 20 µl de tampon IEF. 

Détection au bleu de Coomas1e. 

Sur le graphe 2, nous voyons le gradient de pH qui s'est établi dans le 

gel IEF de référence. Que ce soit pour l'al 2 ou l'al 6 on voit une série 

de taches, situées entre pH 5,71 et 7,5 pour l'al2 et entre pH 5,0 et 

6,25 par- l'alfr 



pH 

7 

6 

5 

4 

~.f; 

7,38 
7, 1 • 

6,93 • 
• 6,6 

• 
6,25 

6,0 • 
• 

5,47 
5!71 

5,2 • 
• 

4,8 4,8 
• • 

4,3 
• 

2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
longueur .du gel en cm 

Gcaobe 2. Gradient de pH du gel IEF de référence. 

Nous voyons que les taches des deux photos se situent au PM d'environ 

45000 daltons. 

Ce qui est intéressant de constater, c'est que les deux animaux n'ont 

pas la même disposition des taches. Or, nous avons vu que chaque 

individu dispose d'une combinaison ant1génétique originale 

responsable de sa spécificité individuelle et de son identité 

immunologique. Bien sûr, il se peut qu'il s'agisse d'une focalisation 

différente d'un gel à l'autre, mais sur les deux photos, nous voyons 

dans la zone des bas poids moléculaires que les ampholytes précipités 

sont disposés de la même. manière. Cela suppose que la migration a 

été identique. Nous devons cependant envisager la possibilité 

d'artéfacts pouvant résulter de la précipitation à l'acétone, de la 

carbamylation des groupements amines des protéines par les 

isocyanates formés par décomposition de l'urée, de la glycosylation 

post-translationnelle. Pour nous assurer de la répétabilité de cette 

technique, nous avons vérifié la migration des ant1genes BoLA de 

clâsse I des deux bovins (al2 et al 6) en faisant plusieurs 

comparaisons. 
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2.3. Analyse sur gel IEF - Plusieurs comparaisons des antigènes 

des deux mêmes bovins 

Des antigènes de l'al2, des antigènes de l'al 2+6, des antigènes de l'al 6 

et des antigènes de l'al6, préparés de même manière que précédemment et 

resuspendus dans 20 µl de tampon IEF ont été déposés sur gels IEF; puis ils 

ont migre deux par deux, les deux premiers et les deux derniers, en SDS 

pour la 2ème dimension (voir photo 7). 

IE.f 

côté basique côté acide 

Photo 7. Analyse en gels IEr (1D) et en SDS (2D) d'ant1genes purifiés de 

classe I de a 12 (91 µg/m l) et a 16 (86,5 µg/ m 1) de deux bovins, 

resuspendus dans 20 ~t l de tampon I EF 

[ 1ete c. t1on au bleu de C.oomasie 

Les 4 (Jels ont ete regroupes pour t'ac1l1ter la comparaison. 
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Bien que les gels aient été découpés pour la présentation, nous savons 

que ces antigènes se situent a un PM de 45000 daltons environ. 

Grâce au gel de référence établissant le gradient de pH du gel IEF 

(graphe 3), on peut situer les series de taches entre pH 5,9 - 6,88 

r.iour l'al 2 , 5,27 - 6,28 pour les deux a1 6 ; 5,27 - 6,88 pour l'al 2+fr 

4,98 
• 

5,27 
5 ,os • 
• 

5 90 6,02 , . 
5,63 • 

• 

6,81 
6,88 
• • 

6,56 • 6,28 
• 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il longueur du gel en cm 
Graphe 3. Grad1en de pH etabli par le gel IEF de référence. 

Nous constatons a nouveau des différences de charges entre al2 et 

al6 . De plus, les séries de taches sont situées plus ou moins aux mêmes 

endroits de pH que les séries des taches precedentes. En outre, en 

comparant deux par deux les gels, nous y retrouvons les mêmes taches, 

maigre une moins bonne isoelectrofocalisation pour les deux derniers, sans 

doute parce qu·e l le s·est faite à une distance plus éloignée de la cathode 

(voir photo 7). Au niveau de l'a12+6, on retrouve l'ensemble des taches de 

a 12 et de a 16 , bien qu· il soit di ff ici le de le montrer avec exactitude dans la 

zone d'intersection. 
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Ces taches devraient donc normalement représenter les différents 

produits de classe 1. Mais nous ne devons par négliger à nouveau la 

possibilité des artéfacts. 

Voyant que la séparation des protéines et que la reproductibilité sont 

satisfa isantes, nous allons passer à un niveau de travail de rout ine à partir 

des immunoprécipités. 

Cette technique éliminera en outre la possibilité d'un artéfact par 

l'acétone. Nous envisagerons également de travailler avec des réactifs 

déglyco lysés. 

111. Etude i 11rtir des cell■les 

3. 1. Mise au point de I' immunoprécioitatioo 

Après que les complexes antigènes-anticorps se soient liés aux SAC 

par l'intermédiaire de la protéine A, des lavages sont effectués pour 

éliminer les protéines qui se sont fixées de façon non spécifique aux SAC. 

Nous avons réalisé au départ deux lavages successifs avec du tampon SAC 

ovalbumine, et un lavage avec du tampon SAC ovalbumine SOS 0, 1 %. 

Cependant, lors de la révélation par autoradiographie, nous avons constaté 

que ces lavages étaient insuffisants et qu'un trop grand nombre de 

protéines fixées non spécifiquement aux SAC éteient encore présentes. 

Nous avons dès lors utilisé d'autres tampons plus drastiques jouant 

not.1mment sur des grandes différences de concentration des solutions (cfr. 

méthodes : tampons immunomix). Nous pouvons voir les résultats sur les 

photos 8 et 9. De plus, en examinant la photo 8 on voit que la quantité de 

radioactivité déposée est trop importante ainsi que le temps d'exposition. 

Nous les avons donc modifiés, ce qui est visible sur la photo 9. 
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Photo 8. Analyse en SDS. lmmunoprécipitès lavés avec du tampon SAC 

ovalbumine et 5D5 0, 1 n. 
A : piste du préclearing 15 µ l contenant 34635 cpm. 

B . µiste de l'immunoprécipité ayant réagi avec le 11 B"). 15 µ1 
L. 

contenant 60952 cpm. 

C : piste èt3lon 15 µl. 

Temps d'exoos1t1on (Je 96 ri. 
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A B C 

1 
PM 

69 K 

46 K 

30 K 

Photo 9. Analyse en 50S. lmmunoprécipités lavés avec les tampons 

immunomix. 

A . piste de l'immunoprécipité ayant réagi avec le 11 B2. 1 O µl 

contenant 11500 cpm. 

B : piste du préclearing 1 O µ l contenant 12322 cpm. 

C: pisteétalon 10µ1 

Temps d'exposition de 24 h. 

Au début, pour chaque immunoprécipitation effectuée, nous avons 

séparé le culot du dernier lavage (cfr. méthodes), d'une part pour être 

resuspendu en tampon échantillon SDS ( 1 /5) et d'autre part pour être 

resuspendu en tampon échantillon I EF ( 4/5). Ainsi par électrophorèse 

unidirectionnelle en SOS, suivie de l'autoradiographie pour la détection, on 

peut vérifier si les complexes antigènes-anticorps se sont bien formés, le 

prèclearing nous servant de témoin négatif puisqu'il ne contient pas 

d'i.'rnt1corps. On peut aussi vérifier leur PM, situé à 44000 daltons pour les 

Jnt1genes Bol.A. de classe 1, en comparant avec les bandes de protéines 

etalons de PM connus (voir photo JO). 
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Photo 1 O. Analyse en SDS. lmmunoprécipités lavés avec du tampon SAC 

ovalbumine et SDS 0, 1 %. 

A: piste du préclearing 15 µ1 contenant 6735 cpm. 

B . piste de l'immunoprécipité ayant réagi avec le 11 B?. 15 µ 1 .... 

contenant 121 80 cpm. 

C: piste étalon 15 µl . 

Temps d'exposition de 60 h. 

En passant d'abord par la technique en SDS l ère dimension, cela nous 

permet , s1 l'immunoprécipité ne marche pas , d'éviter de faire 

l'é lectrophorèse bidirectionnelle, technique qui prend plus d'une semaine 

( 1 ere dimension, passage 1ère dimension sur 2ème dimension, 2ème 

dimension, temps d'exposition) pour obtenir des résultat s. Si 

rimmunoprécip ité est convenable, la suspension dans le tampon échantillon 

IEF (4/5 ) est alors qtilisé pour faire l'électrophorèse en deux dimensions. 



IEF (4/5) e:::;t ôlors utili :3è pour fôire l'électrophorèse en deux dimensions. 

Pôr 1 a :3ui te, puisque l'i rnrnunopréci pi tôt ion fonctionnait à chaque fois_. 

nous avons resuspendu 1 e culot du dernier lavage uniquement dans du 

tampon échantillon IEF pour l'électropt1orèse bidirectionnelle. 

3.2. Les antigènes BoLA de classe I des JymP-hocytes activés 8 Ja 

PHA 

Nous avons d'une part, dèposé un i rnrnunopréci pité resuspendu dans 

20 µ 1 de tampon I EF sur !~el I EF et d'autre part, un i rnrnunoprèci pi té trni té 

prèalablernent à la neurnrninidase et resuspendu dans 20 _ul de tampon IEF a 

ètè dépose également sur gel IEF pour la 1ère dirnension (préparation cfr. 

rnétt10des) . Les deu:><: gels IEF ont ensuite rnigré en SDS pour la deuxième 

,jirnension (voir pt·1oto 11 et 12). 
IEF 

PM 

96K 

69K 

46K 

30K 

14K 

côté basique côté acide 

Pt-1oto 11. Anal1d-:;e en ,~els IEF (_ 1 D) et ~;D•:; (2D) . Antiqénes de cla:3se 1 

provenant ,je l1drr1pt·,ocytes actives à la F'HA. L'irnrnunoprècipitè 

aqant réaqi avec le 11 Ei.-::,_. resuspen,ju dan:::; :20 µI de tarnpon IEF 
- - '-

conterrnnt 10500 cprn a ete ,jepo::;e ::;ur l e gel IEF. Ternps 
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Photo 12. Analyse en IEF ( 1 D) et SOS (2D). 

Antigènes de classe I provenant de lymphocytes activés à la PHA 

et traités à la neuraminidase (incubation 4 h). 

Lïmmunoprécipité ayant réagi avec le 11 B2, resuspendu dans 

20 µ_ 1 de tampon I EF contenant 18860 cprn a été déposé. 

Temps d'exposition de 72 ri. 

Par l'interméd13ire du gradient de pH du gel IEF de référence (graphe 4), 

nous voyons que la série de taches se situe entre pH 5,83 et 6,61 pour le 

premier et entre pH 5,83 et 6,78 pour le second. Les deux sont situés à un 

Pf1 d'environ 45000 daltons. 
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Graphe 4. Gradient de pH établi par le gel IEF de référence. 

Nous constatons une légère différence au niveau des charges entre les 

deux gels, avec un déplacement du côté basique pour les antigènes traités à 

la neuraminidase. Ceci semblerait logique puisque la neuraminidase enlève 

les résidus d'acides sialiques, constituant une partie de la chaîne 

glucidique ctes antigènes de classe 1, qui sont chargés négativement, ce qui 

entraîne une stabilisation des antigènes à un pH plus basique. 

Cependant, nous ne constatons pas de différence réelle quant au modèle des 

taches, il y a juste la 3ème tache sur la photo 11 qui apparaît plus intense. 

Cela voudrait donc dire que les acides sialiques ne contribuent pas au 

polymorphisme structural des produits BoLA de classe I dans la mesure où 

la neuraminidase a été effective. 

Nous avons également utilisé la tunicamycme, qui empêche la glyco

sylation, pour voir le rôle du reste des hydrates de carbone des antigènes 

de classe 1 (action de la tunicamycine cfr. méthodes). Cette étude s'est 

faite sur des cellules de lignée myéloïde car elles se multiplient 

rapidement. 



3.3. Les antigènes BoLA de classe 
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des cellules de lignée 

Nous avons d'abord testé l'effet de la tunicamycine sur les cellules de 

l ignée myéloïde (2.106 ml) à diverses concentrations : 1, 2, 3, 4 µg/ml. 

Nous l'avons laissé réagir pendant 6 heures sans vo ir une modification de 

la viabilité de ces cellules. On a choisi 1 µg/ml comme concentration de la 

tunicamycine pour qu'il n'y ait pas d'affectation de la synthèse protéique. 

Pour l'immunoprécipitation, 100 µl d'extrait cellulaire ont été ajoutés aux 

SAC au lieu de 50 µl habituellement utilisés. L'immunoprécipité non traité 

à la tunicamycine resuspendu dans 20 µ 1 de tampon 5D5 et l 'immuno

précipité tra i té à la tunicamyc ine ( 1 µg/ml) resuspendu dans 20 µl de 

tampon 505 ont été déposés sur gel SOS pour une vérification préalable de 

ces immunopréci pités (voir photo 13). 
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Photo 13. Analyse en SDS. A : L'i rnmunoprécipité traité à la tunicamycine .. 

re::;uspendu dans 20 .ul de tflrnpon SDS contenant 17120 cmp a 

été dépo:::;é sur I e gel. B : L'i mrnunopréci pité non traité à l ô 

tunicarnycine, resuspen,j u 1j fln::; 20 _1..1.I de tampon SOS contenant 

11200 crnp a été déposé ::;ur I e gel. C : ban,je étal on. Temps 

On con:::;tate que pour 1 e:::; demi i mrnunopréci pités, 1 es cornp I e~<es antigènes

anticorps i::;e sont bien formés .. par cont re on ne voit pas une différence 

,j;:ms 1 es Pr-1; ils :;ont situés tou:; les 1jew< aw< environs de 45000 daltons. 

Dr .. norrn:j l ement .. la tuni carnyci.ne i nt•1i be la ~Jl ycosyl at ion, ce qui 1jevrait ::;e 

no ter p;:ir une ,ji rni nut ion l é~Jère du PM. Nous avons al ors e>rnmi né ce qui se 

pas::::;ait en deu:,~ ,ji rnen::;i on:;_ 

L'i rnrnunoprécipité non traité é la tunicmr,ycine resuspendu dans 20 pl de 

t ampon IEF et l 'i rnrnunoprécipitè traité 6 la tunicmnycine ( 1 _119 / rnl) 

resuspen1ju dans 20 J.J.1 de tampon IEF ont été ,jéposés sur qel IEF et ont 

rmgré en i:::;uite ·; Lir 1Jel '.:;D ':; pour l a ,jeu :,:ièrne dirnension (voir pt1otos 14 et 

15). 
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Photo 14. Analyse en IEF ( 1 D) et en SDS (2D). Antigènes de classe I de 

cellules de lignée myéloïde non traités à la tunicamycine. 

L'immunoprécipité resuspendu dans 20 µ l de tampon I EF 

contenant 16000 cpm a été déposé. Temps d'exposition : 96 h. 
I EF ) 

PM 

69K 

46K 

30K 

14K 

Photo 15. Analyse en IEF ( 1 D) et en SDS (2D). Antigènes de classe I de 

cellules de lignée myloïde traités à la tunicamycine. 

L'immunoprécipité resuspendu dans 20 µl de tampon IEF 

contenant 26000 cpm a été déposé. Temps d'exposition : 72 h. 

69 
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Malheureusement, ici nous n·avons pas établi le gradient de pH suite à une 

erreur de manipulation. D'une part, il n·y a aucune différence au niveau du 

PM, et d'autre part, aucun changement dans les charges, ce qui voudrait dire 

que la tunicamycine n'aurait pas eu d'effet sur la glycosylation. De plus, il 

n·y a aucune modification dans le modèle des taches. 

Il se peut que la quantité de tunicamycine utilisée soit trop faible 

( 1 µg/ml) pour qu'un effet visible soit apparent. Nous n'avons pas eu le 

temps de le vérifier à d'autres concentrations. 

Nous voyons également sur les deux photos, deux taches, chacune d'elles 

représentant une chaîne polypeptidique unique contaminante. Ces deux 

taches ont une disposition identique de part et d'autre et ne montrent pas 

l'apparition d'autres petites taches dans le sens IEF, ce qui signifierait 

qu'il n·y a pas d'artéfact provoqué par une carbamylation. De plus, on 

retrouve cette même série de taches sur l'électrophorèse témoin de 5 µ l de 

lysat cellulaire total contenant 400000 cpm développé après 10 jours 

(résultats non montrés). 

Les dernières vérifications se feront en gel IEF en une seule dimension. 

1 U. &el I EF en une dimension 

La procédure en deux dimensions sera abandonnée en faveur de la 

procédure en IEF sous une dimension, car la double dimension, bien 

qu·extrêmement discriminante, .ne permet d'analyser qu'un seul échantillon 

par gel et implique l'utilisation de matériel radioactif pour le repérage des 

antigènes séparés au départ d'un extrait cellulaire. La simple dimension IEF 

permet au contraire l'analyse simultanée de plusieurs échantillons et donc 

leur comparaison immédiate. De plus, e 1 le laisse la possibi 1 ité d'avoir 

recours J d'autres méthodes de détection que l'autoradiographie, car elle 

peut supporter une charge protéique plus importante. 
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Procédé 

Le gel IEF est coulé engel plat de 0,75 mm d'épaisseur, de 6 cm de 

longueur, de 8 cm de largeur. 

Préparation du gel : 9 M urée : 2, 7 g 

acrvlarn1dE- . 30 % 

bisacrylarn ide : 1,6 % 

NP40 - 1 0 % : 1 ml 

Ampholytes : pH 5-7 

eau 

pH 3,5-10 

pH 7-9 

5 ml 

750 µl 

4% 

1% 

0,4 % 

500 µl 

130 µl 

50 µl 

3vant d'ajouter le reste, il faut que l'urée soit dissoute 

+ APS 1 0 % 1 0 µ l 

+ TEMED 5 µl 

ici , on ne dégaze pas la solution, 

un peigne de 1 O pistes est placé pendant le temps de polymérisation. 

Electrophorèse : on place le NaOH 50 mM dégazé dans la cuve centrale , 

l'électrode étant relié à la cathode. 

On pl ace le H3Po4 20 mM dans l'autre partie de la cuve, on dispose les 

echantillons : 20 µl dans les puits, on les surmonte de 10 µ1 de sample 

overlay et de NaOH. 

Ensuite, un courant de 300 volts est appllquè pendant 4 heures et 500 volts 

pendant 1 heure. 
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Lïmmunoprécipitation s'est faite à partir des cellules de lignée myéloïde. 

L'immunoprécipité traité à la tunicamycine ( 1 µg/ml), resuspendu dans 

20 µl de tampon IEF, l'immunoprécip1té non traité à la tunicamycine 

resuspendu dans 20 µ l de tampon I EF et l'immunoprécipité non traité à la 

tunicamycine mais traité à la neuraminidase (5 µl/ml) resuspendu dans 20 

µ1 de tampon IEF ont été déposés sur le gel IEF (voir photo 16). 

A B C 

"\ I co e 
à,.(,A~ 

Photo 16. Ana lyse en I EF ( 1 D ). 

Antigènes de classe I à partir de cellules de lignée myéloïde. 

A : L'immunoprécipité traité à la tunicamcine ( 1 µg/ml), 

resuspendu dans 20 µ 1 de tamon I EF contenant 4360 cmp a été 

déposé. 

B : L'immunoprécipié non traité à la tunicamycine resuspendu 

dans 20 µ l de tampn I EF contenant 6540 cpm a été déposé. 

C : L' immunoprécip1té traité à la neuraminidase (5 µ/ml), 

resuspendu dans 20 µ l de tampon I EF contenant 4760 cpm a été 

déposé. 

Temps d'exposition : 168 h. 
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En comparant les différentes bandes qui apparaissent, l'on voit d'une part 

aucune modification entre les antigènes traités ou non traités à la 

tunicamycine, ce qui confirme ce que l'on a vu précédemment et d'autre 

part, nous voyons qu'avec un traitement à la neuraminidase, il y a un 

déplacement des bandes vers le côté basique, ce qui montre bien l'effet -de 

la neuraminidase sur les résidus d'acides sial iques. 

Cependant à nouveau, on ne remarque pas une différence réelle dans le 

modèle de ces bandes et l'hétérogénéité est toujours présente. 



CONCLUSI01VS 



Conclusions et aers1ecti1es 

Dans ce travail, nous n'avons montré qu'une faible partie des essais 

effectués, car en effet nous avons rencontré divers problèmes notamment 

pour la polymérisation des gels IEF et NEPHGE et lors du démoulage des 

gels de 1ère dimension, soit ils cassaient, soit nous ne distinguions plus le 

côté acide du côté basique. Néanmoins malgré ces aléats, la technique 

semble au point et la reproductibilité est suffisante pour comparer les 

protéines par cette technique en deux dimensions (voir photos 5 et 6). Pour 

les antigènes bovins, l'analyse en deux dimensions illustre une grande 

hétérogénéité de ces molécules, non seulement d'un animal à l'autre mais 

également à l'intérieur des molécules d'un seul animal . Nous avons essayé 

dans la mesure des moyens d'éliminer toutes les causes artéfactue lles 

pouvant être responsables de l'hétérogénéité remarquée. Nous ne pouvons 

pas incriminer la précipitation à l'acétone puisque même les antigènes 

sans ce traitement (cfr. les immunoprécipités) conservent une multiplicité 

de localisation sur le gradient de pH. On pourrait éventuellement attribuer 

l'hétérogénéité constatée à une carbamylation différentielle d'un ou 

plusieurs polypeptides. Néanmoins, nous pensons que ce n'est pas le cas 

pour plusieurs mot ifs : 

- dans certaines autoradiographies en deux dimensions des protéines 

contami nantes à un Pl acide (cfr. photos 14 et 15) ex istent sous la forme 

de spot un ique et bien que traitées de la même manière des antigènes 

d'histocompatibilité, ne montrent pas de modification de charge due à la 

f i><ation de cyanate. 

- D'autre part, l'ensemble des spots observés après 1mmunoprécipitat1on se 

trouve comme tel sur un gel en deux dimensions réalisé sur un lysat total. 
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Pour les mêmes raisons, nous pouvons éliminer la modification 

artéfactuelle des protéines extraites au NP40 pour l'immunoprécipitation. 

Nous pouvons également affirmer que la resuspension des antigènes en 

tampon IEF ne produit pas de modifications des protéines (P.P. Jones, 

1977). Avant d'affirmer que les multiples spots observés sont formés par 

des polypeptides distincts, il ne faut pas perdre de vue que les antigènes 

d'histocompatibilité sont des glycoprotéines et que certaines 

modifications observées pourraient refléter des déplacements dans la 

mobilité causés par des glycosylations séquentielles d'un même 

polypeptide. Divers auteurs ont montré qu'il n'y avait pas de différences 

notables dans les résidus osidiques entre antigènes d'histocompatibilité 

issus d'allèles d'un même locus (Parham P. et coll., 1977). 

11 a été démontré qu'une certaine hétérogénéité persistait même quand les 

produits radiomarqués précipités résultaient de marquage membranaire à 

l'i ode 125. On peut donc exclure, dans ce cas, l'intervention, dans 

l'hétérogénéité, d'une glycosylation post-translationnelle car toutes les 

protéines précipitées sont des produits terminaux (P.P. Jones, 1977). 

Pour tenter néanmoins de diminuer ce risque, nous avons eu recours à 

divers moyens : 

- d'une part, l'anticorps monoclonal utilisé tant pour purifier que pour 

précipiter les protéines est un anticorps reconnaissant l'association 

chaîne lourde de classe I avec la ~2m et donc des produits 

"pré-terminaux". Ce lui-ci nous permettra normalement d'éviter des 

interférences avec les produits en cours de maturation. 

- d'autre part, nous avons tenté, par deux approches différentes, de 

supprimer- les modif ications que pourraient apporter les résidus 

os idique::,. 

1 
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La voie qui consistait à inhiber la glycosylation par emploi de la 

tunicamycine dans le milieu d'incorporation n'a pas été fructueuse; une 

étude ultérieure avec des doses de drogues plus importantes sera 

poursuivie. 

En ce qui concerne l'emploi de la neuraminidase aux doses couramment 

employées dans la littérature et suivant les conditions prescrites dans 

celle-ci (J.J . Neef jes, 1986), nous avons pu mettre en évidence un léger 

"shift" de la série des spots vers le côté basique. Ce qui semble corroborer 

l'élimination des résidus d'acides sialiques, sans que nous puissions 

préjuger des caractéristiques complètes de cette élimination. Nous avons 

constaté également malgré ce déplacement vers la cathode que 

l'hétérogénéité persistait dans une certaine mesure. 

Afin de continuer ce travail et d'arriver à une certitude en ce qui concerne 

l'origine distincte des différents spots observés, il nous faudra affiner les 

processus de déglycosylation pour s'assurer qu'elle est complète, soit en 

augmentant les doses de tunicamycine, soit en dosant avant et après 

traitement à la neuraminidase, les acides sialiques au niveau des 

antigènes. 

Ce point établi , il restera à rattacher tout ou partie de cette hétérogénéité 

à la possession de tel ou tel allèle ou de tel ou tel locus. 

Nous ne pouvons avec certitude affirmer que le monoclonal utilisé dans ce 

travail reconnalt l'ensemble des molécules de classe I exprimé par un 

individu; i I serait donc intéressant d'étudier divers monoclonaux pour voir 

s'il s reconnaissent une partie ou tous les loci de classe 1. Nous avions par 

ai l leurs remarqué que le 4F4 reconnaissait quelques spots : 4 au lieu de 6 

reconnus par le 11 ~2. Nous pouvons également envisager différents 

rnonoc lonaux anti -HLA- A, B et C humains monomorphes qui sont connus 
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pour leur réaction croisée avec leur équivalent bovin (ex. : Anticorps 

W6/ 36 décrit par Brodsky et al., 1981 et utilisé aussi par J.J. Neefjes, 

1986 ). 

Mun is de cet outil supplémentaire, nous pouvons envisager par des études 

fam i liales d'établir une correspondance entre certains polypeptides et des 

spécificités sérologiques classiquement définies. Donc en finale, pour 

rattacher tel ou tel polypeptide au seul locus défini actuellement, les 

polypeptides restant devront provenir de loci différents. 

Pour conclure et malgré le caractère performant et reproductible de la 

technique en deux dimensions, nous ne pouvons l'envisager comme 

technique pour un travail de routine. 

Aussi avons-nous essayé de la transposer à une analyse en simple 

dimension I EF qui, en ce qui concerne ces antigènes particuliers, devrait 

permettre d'obtenir des résultats discriminants permettant de comparer 

sur un seul ge l les antigènes de nombreux individus. 
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