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Résumé 
Nous avons produit 3 hybridomes qui secrètent l'un des anticorps de type lg G1 ( clone 

2F 4 ), les 2 autres des lg M (clone 1C7 et 7F7 ). Ces anticorps monoclonaux (Ac. Mo.) 

reconnaissent l'acide homopolygalacturonique ( pectine) dans un test ELISA à a, t' gène 
immobilisé. l ls requièrent cependant un rapport de concentration en cations bivalents / 
monovalents de 1 mN pour 150 mN en solution. Ce rapport bivalents / monovaients favorise 
l'association coopérative des chaînes pectiques en dimères, et c'est cette association 
supramolécu1aire qui semble étre reconnue par nos ant icorps. L'épitope impliqué serait donc 
conformationne1. Les ol igomères pectiques testés ne sont reconnus qu'à partir d'un degré de 
polymérisation de 7 ou 8. Cette taille correspondrait probablement à la longueur minimale 
requise pour former une association en dimères. Les 3 anticorps étudiés reconnaissent des 
séquences homopolygalacturon iques dans une pectine native branchée et co tenant des blocs de 
sucres neutres 
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1 NTRODUCT ION 

Des structures riches en sucres se retrouvent chez la plupart des 
ce 1 Iules vivantes, à la face externe de la membrane plasmique. Ces 
structures varient fortement suivant que l'on se trouve chez les animaux 
ou les végétaux. Chez les cellules végétales des plantes supérieures, les 
polysaccharides sont assemblés pour former une paroi . 

1. LA PAROI VEGETALE 

Les rôles des parois cellulaires végétales sont multiples : 

(a) e 1 les déterminent la taille et la forme des ce 1 lules 
végétales et donc des tissus [ 1] 

(b) elles protègent l'organisme contre la déshydratation et 
les chocs osmot iques [2] 

(c) elles représentent une barrière physique aux 
microorganismes et autres agents nuisibles [ 1] 

(d) elles constitueraient également un nouvel échelon de 
régu lat 1 on hormonale du végéta 1 [3]. 

1. 1. Paroi primaire et paroi secondaire 

Cette distinction entre paroi primaire et secondaire provient de leurs 
différences de composition chimique, de propriété mécanique et du 
moment de leur dépôt. 

La paroi primaire est une structure mécanique dynamique qui entoure 
la cellule pendant sa phase de croissance. Les microfibrilles de cellulose 
occupent 20 à 30% de son volume. El les sont noyées dans une matrice 
amorphe composée de glycoprotéines ( 10% du volume ) et de 
polysaccharides tels les hémice l lul oses et les pect ines dont les 
structures complexes ne sont pas encore complètement définies à l'heure 
actuelle. (3] 



- - - - - - - - - ---

1 

' 1 

-.. 4-o-Glc 414-D-filc .f+ 4-D-filc ,4 4--.lc .f+ 4-D-filc .t.14-o-Glc 4 

1 ' ' ' 1 6 l 4 4 4 l 4 
•~1 •~1 ....,1 ' ~x,1 

Figure 1: Structure possible d'un xyloglucane. 
(McNei l et al, 1984) 

Figure 2 : Exemples de chaînes latérales greffées sur 
les résidus xylose des xylanes. (McNei 1 et al, 1984) 
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La paroi secondaire est une structure mécanique statique qui 
détermine la forme et la ta i lle d'une cellule mature. La cellulose y est 
relativement plus abondante que dans les parois primaires. Cette paroi 
contient également des quantités significatives de lignine. [ 1] 

1. 2. Les polysaccharides constitutifs de la paroi primaire 

Parmi les polysaccharides de la paroi primaire, on distingue 
habituellement trois classes : la cellulose, les hémice l luloses et les 
pectines. 

l. 2. 1. la cellulose 

C'est le polysaccharide le mieux connu de la paroi. Il est constitué de 
13-1,4-D glucoses [3]. 

1. 2.2. les hémicelluloses 

Les hémicelluloses sont habituellement définies comme étant des 
polysaccharides qui ne sont ni des pectines, ni de la cellulose. On y 
distingue les xyloglucanes, les xylanes et les J3-glucanes. 

Les xyloglucanes. La structure de base de ces polymères consiste 
en un squelette de J3-1,4-D glucoses portant des chaînes latérales de D 
xyloses liés en ot.-1 ,6 (figure 1 ). 

. . 

l ls constituent 20% des polysaccharides de la paroi des. dicotylées et 
seulement 2% chez les monocotylées [3]. 

Les xyJanes. l ls sont constitu~s de D xyloses reliés en 13- 1 ,4. Des 
c~aînes latérales riches en arabinofuranoses peuvent être greffées au 
niveau des C2 ou C3. On les trouve en faible quantité chez les dicotylées 
alors qu'ils constituent la principale hémicellulose des monocotylées [3] 
(Figure 2). 

Les 8-glucanes. Ces polysaccharides sont constitués d'un mélange 
de 13-1,3 et 13-1,4 glucoses. l ls sont absents chez les d1cotylées et 
présents chez les monocotylées : exclusivement chez les graminées. [3] 



Muin chain 
-4-GalAI- [ 4gGalAI- ).4aGalAl-2a:Rhal-4gGalAl-::!11Rhal-4aGalAl-

3 -1 4 
T T î ,.......,.___ 

R 3.R4 
R, 

Rhamnosc m.i~ be disperse<! or altcrnatinJ v.ith Jalacturonic acid in branchcd bloch. 
A vari.ible proportion of the Jalacturonic 11cid rniducs carry -CO, Me and. in some pcctins. - OAc 

iroups . 

. \lajor .üde-chuin.1 

R 1 aAra 1- (52Ara l),52Ara 1 5:xAra 1-
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Figure 3 : Principales chaînes constitutives des pectines. 
(Jarvis, 1984) 
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1. 2.3. Les pectines 

Le squelette de base des pectines est constitué par l'agencement 
d'acides D-galacturoniques liés en IX-- 1 ,4. Le groupement carboxylique de 
ces homogalacturonanes peut être estérifié [2]. on y trouve également des 
sucres neutres, dont le rhamnose qui est intégré dans la chaîne principale 
en alternance avec l'acide galacturonique : on parle dans ce cas de 
rhamnogalacturonanes. Près de la moitié des L -rhamnoses liés en IX-- 1,2 
portent des chaînes latérales branchées au niveau du c4 . Celles-ci sont e 

plus souvent des arabinogalactanes. D'autres sucres neutres tels le xylose, 
le fucose et l'api ose peuvent être greffés sur les acides uraniques. [3] 

Les pectines sont pré sen tes dans 1 a paroi primaire, où e 11 es 
constituent les principaux composants de la matrice à côté des 
hémicelluloses, ainsi que dans la lamelle mitoyenne de la plupart des 
plantes à fleurs. [3,4) 

Les graminées constituent une exception par rapport aux plantes 
supérieures car el les possèdent dans leurs parois des pectines de 
structure habituelle mais en plus faible quantité [4]. Les pectines sont 
plus rares chez les plantes inférieures [4] . On les trouve chez les algues 
vertes, entre autres chez certaines algues de la famille des Characées 
dont ce 1 les du genre Nite 1 la : Nit el/a fl&x1Jis L. [S]. 

Les principales fonctions des pectines sont les suivantes: 

( 1) elles contribuent à maintenir la rigidité des parois 
primaires et la cohésion des tissus. 

(2) el les sont imp l iquèes dans les mécanismes de défense du 
végéta 1 vis-a-vis d'agresseurs [3] ainsi que dans les 
mécanismes cellulaires intervenant dans la maturation des 
f ru i t s [ 6, 4] 

(3) elles auraient aussi un rôle de régulation de la croissance 
végétale [3]. 



-o 

Figure 4 : Structure du po ly-L -guluronate et du 
poly-D-mannuronate constitutifs des 
Alginates. ( Morris et a/,1980) 

1.0--------------------

-- caa2 

Fi(Jwe 6 Activity cocfficicnl Yca .. in 10lutiom ol calcium olip- and polyurooatcs u ~ runaion 
ol the dcarcr: ol polymcm.atioa (DP)u, 14 : l, mannurooa&e; 2. auluronate; 3. placturooale; 
4, Jbc,oroüc:ù Ycaao YalUOl ia eotuiiom ol calcium polyauluronaic and calciWD polyplacturooaic. 
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Leurs implications technologiques sont importantes dans l'industrie 
alimenta1re où elles sont utilisées comme gélifiants et additifs ainsi que 
dans le domaine médical où on envisage de les utiliser pour la réduction du 
taux de cholestérol, les traitements des diabètes, ... [5]. 

11 est intéressant de donner ici un aperçu des principales 
caractéristiques physicochimiques des pectines et de leur rôle 
phys1olog1que. Nous envisagerons leurs relations avec les polysaccharides 
de la paroi pour terminer, enfin, par leur voie de synthèse. 

l. 2.3.1 Les propriétés physicochimiques des pectines. 

Ces propriétés sont très étudiées en raison de leur importance 
technologique, mais aussi parce qu'elles constituent quasiment le seul 
exemple de polysaccharide de la paroi d'un végétal supérieur, dont on ait 
tenté d'établir les structures secondaires et pour lesquelles on ait proposé 
une relation structure-activité. 

L'étude du comportement des pectines en solution a été précédée par 
celle d'une classe de polymères analogues, les alginates. Les alginates 
sont des polymères d'acide D-mannuronique et L -guluronique associés sous 
forme de polymannuronates par des liaisons glycosidiques diéquatoriales 
D-1,4 et de polyguluronates par des l iaisons glycosidiques diaxlales cx,-1,4. 
Certaines portions sont formées par l'alternance de blocs d'unités 
guluroniques suivis de blocs d'unités mannuroniques. l ls sont extraits des 
Phéophytes ou algues brunes [7] ( figure 4 ). 

A) Sélectivité vis-à-vis des cations 

Les pectates et les alginates riches en acides cx,-L-guluron iques se 
comportent comme des échangeurs d'ions très sélectifs lors de réactions 
d'échange entre cations divalents et monovalents, alors que les alginates 
riches en acides D-mannuroniques sont mo1ns sélectifs. [8] 

On a étudié cette différence de sélectivité en observant les variations 
du coefficient d' activité du ca2+, yea2+, dans des solutions d'oligo et de 
polyuronates de ca2+ de degrés de polymérisation ( DP ) variables [9] 
(figure 5) . Kohn a constaté un comportement similaire des polyguluronates 
et polygalacturonates : ils présentent tous les deux une chute brusque de 
yca2+ lorsque ces po lymères sont d'une longueur suff isante. Pour les 



--~-••• 
o" 

Figure 6 : Association des pectines par l' intermédiaire 
d' ions calcium. Modèle en boîte à oeufs. (Saulnier, 1987) 

F1gure 7 : Analog1e str·ucturale entre le poly-L-guluronate 
et le poly-D-galacturonate. ( Morris et al, 1982) 

- 100°/e Co,_ bind,ng 

2, dimer 
50¾ Co'• btnding 

Figure 8 : Dimères et multimères pect1ques. (Morris et al, 1982) 
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mannuronates de ca2
+, on observe une diminution progressive de yca2+. 

Envisageons d'abord le cas des polygalacturonates et polyguluronates. 
La baisse du coefficient d'activité du ca2+ fut interprétée par l'apparition 
d'une association coopérative impliquant deux ou plusieurs chaînes suivant 
un modèle en "egg-box" proposé par Rees et ses collaborateurs. Dans ce 
modèle, les chaînes correspondraient à la "boîte" et les cations aux "œufs" 
[ l Ol L'association ne serait vraiment stable qu'à partir d'un DP de 14 
(valeur obtenue sur base statistique par Morris et al. en 1982) (Figure 6). 

Le même comportement des deux po lyuronates est à rapprocher de 
leur conformation linéaire. En effet, ils sont les images spéculaires 
exactes l'un de l'autre, à cec i près qu'en c3, l'hydroxyle est axial chez les 

polyguluronates alors qu'il est équatorial chez les polygalacturonates [ 11] 
(Figure 7). 

Le lien glycosidique axial entre les monomères constitutifs confère 
une symétrie 21 assez rigide aux chaînes, et leur donne une conformation 

en zig-zag. Deux chaînes face à face délimitent ainsi des cavités où des 
cations peuvent se loger [ 12] (figure 6) et interagir avec les deux 
groupements carboxyliques de l'une et l'autre chaîne. 

La conformation des chaînes de polyguluronates et de 
polygalacturonates offre respectivement 4 et 3 oxygènes de coordination. 
On ne s'étonnera donc pas que le polyguluronate forme avec le strontium 
des complexes plus stables le polygalacturonate [ 1 O] . 

Le processus d'association coopérative des chaînes pectiques 
s'effectuerait en deux étapes (11, 13] : il y aurait d'abord une dimérisation 
des molécules. Un excès de ca2+ induirait ensuite l'agrégation des dimères 
préformés. 11 se produirait de la même façon pour les polygalacturonates 
et les polyguluronates. 

L'association des dimères en tétramères, hexamères, octamères, .. . 
semble thermodynamiquement moins favorable car el le ne résiste pas à 
une concentration élevée en cations monovalents. En présence d'un net 
excès en cations monovalents, l'association supramoléculaire est réduite à 
la simple format ion de dimères [ 11] (figures 8 et 9). 
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Conformation du polymannuronate (A); 
du polyguluronate (8) et du polygalacturonate(C). 
< Rees , 1977) 

Figure 11 : Formation d'un gel par l'intermédiaire de 
zones de Jonction. (d'après Rees, 1977) 
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Pout' les mannuronates de ca2+, on n'observe pas de chute brusque du 
yea2+ ; le 11en glycos1dique diéquatorial entre les monomères rend la 
chaîne plus "souple" et plus ou moins plate, avec des cavités peu profondes 
pour les cat ions [12]. Ceci expliquerait l'incapacité de telles chaînes à 
complexer coopérat ivement les cations métalliques aux concentrations 
habituelles. (figure 10) La seule nature électrostat ique de la lia ison 
cation-carboxylate expliquerait ainsi la sélectivité plus faible des acides 
mannuroniques pour les cations bivalents [8]. 

La capacité des acides polygalacturoniques à former des zones de 
jonction intermoléculaires par ce mécanisme d'egg-box es t responsable 
d'une propriété très importante de ces polymères : la gélificat ion. C'est de 
cette propriété que dérive d'ai ! leurs leur nom : pectine vient du grec ne1e-rocr 
(coagulé, figé) [2]. 

B. La gélification 

11 n'existe pas de définit ion rée 1 lement précise et universel le de la 
notion de "gel" . On pourrait dire qu'un gel est un système où le potentiel 
hydrique de l'eau y est inférieur à ce qu'i l serait si le système était à 
l'état sol. 

Les pectines faiblement estérifiées forment un gel en présence de 
cat ions ( gels ioniques ) (figure 11 ). On y distinguerait des zones de 
jonction intermoléculaires, constituées par les egg-box dimériques qui 
réuniraient des régions homopolygalacturoniques [ 14]. Les parties 
estérifiées et les blocs de sucres neutres ayant, quant à eux, un rôle de 
so lubi l isat ion et d'hydratation du réseau. La format ion d'un réseau 
multimoléculaire serait aussi possible, dans certains cas, grâce à la 
présence de monomères de L -rhamnoses, qui introduisent un changement de 
direction dans la chaîne polygalacturonique et empêchent sa 
cristallisation: on par·Je de cadre pectique [ 15). 

La gélification chez les alginates suit un même modèle : les zones de 
jonction sont réalisées par les egg-box entre les séquences de 
poly-L-guluronates et la solubilisation est assurée par les blocs d'acides 
mannuroniques [ 16]. 
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Les pect1nes de contenu élevé en esters peuvent former un deux1ème 
type de gel sans implication de cations divalents, sous des conditions de 
pH et d'activité de l'eau faibles (gels par ponts hydrogène). Ce phénomène 
est possible car ces conditions minimisent probablement la répulsion 
électrostatique intermoléculaire et promeuvent l'interaction 
chaîne-chaîne plutôt que chaîne-solvant [ 17]. Ce type de gel est bien connu 
dans l'industrie alimentaire et est à la base de la consistance des 
confitures. 

l. 2. 3. 2. Rôle physiologique des pectines. 

On s'est récemment aperçu que des fragments oligosaccharidiques 
(dont l'acide pectique) jouaient un rôle de régulation dans les tissus 
végétaux. P. Albersheim leur a donné le nom d'oligosaccharines [ 18). 

Des fragments homopolyga lacturoniques (des é l iciteurs), peuvent 
induire la production de substances antibiotiques : les phytoalexines. On 
considère que c'est un moyen de défense général des plantes contre les 
pathogènes [3]. Jin et West, par exemple, ont montré l'activité "élicitrice" 
de fragments d'acide polygalacturonique de DP supérieur à 8 pour la 
synthèse d'un diterpène antifongique [ 19). 

Les fragments pectiques sont impliqués dans la synthèse d'inhibiteurs 
de protéases d'insecte [3) ainsi que dans la mort par hypersensibi l isat ion 
de cellules végétales infectées. Ce qui constitue deux autres moyens de 
défense des plantes contre les pathogènes [3]. 

Enfin, les substances pectiques seraient également impliquées dans le 
contrôle de la f ]oraison : on a montré que des fragments de nature 
pectique, isolés de parois de cellules d'érable en suspension, étaient 
capables d'inhiber la floraison de Lemna glbba [3, 18]. 

Les pectines jouent un rôle dans la maturation des fruits. Le 
mûrissement du fruit s·accompagl')e d'une modification dans les 
polysaccharides de la paro i : le contenu en pectines non estérifiées et en 
sucres neutres tels que le glucose et/ou l'arabinose [6], se réduit 
parallèlement à une augmentation de la teneur en polysaccharides 
hautement estérifiés, de po ids moléculaire élevé contenant une faible 
proportion de résidus neutres. 11 en résulte une perte de cohésion des 
tissus. A cela s'ajoute, lors du mûrissement, la synthèse de 
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po lyga lacturonases qu1 hydrolysent les fragments pect lques des zones de 
jonction. Les oligomères ainsi libérés sont beaucoup trop petits pour 
pouvoir s'associer et former un gel. Ce qui se traduit par un 
ramollissement du fruit en maturation [4]. 

l. 2.3.3. Relation des pectines avec d'autres polysaccharides 
de la paroi. 

Le modète proposé pour la structure de la paroi le fut par l'équipe de 
Keegstra en 1973 [20]. 

Les pectines seraient liées par covalence aux xyloglucanes 
(hémicelluloses) via leurs chaînes latérales d'arabinanes ou de galactanes, 
les xyloglucanes étant eux-mêmes reliés aux microf ibri l les de cellulose 
par des ponts hydrogène. Les rhamnoga lacturonanes pourraient être re 1 iés 
aux protéines de la paroi (extensine) par pontage covalent via des 
arabinogalactanes. (figure 12). 

Ce modèle est cependant critiquable sur certains points : 

(a) il ne tient compte ni de la lamelle mitoyenne, ni de la 
paroi secondaire, car il est établi à partir de cultures de 
ce 11 u les en suspension 

(b) il ne fait pas intervenir de liaisons électrostatiques 
entre les molécules. 

D'autres molécules comme les acides feruliques, pourraient participer 
à l'association supramoléculaire des polysaccharides pariétaux. 

l. 2.3.4. Synthèse des pectines. 

Elle se réalise au niveau du golgi, au départ de sucres 
diphospho-nucléosidiques, pendant la période de division cellulaire et 
d'expansion de la cellule. Les pectines seraient synthétisées sous forme 
estérifiée soluble et donc transportée rapidement. Elles seraient 
désestérifiées in situ [4]. 
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11. METHODES D'ANALYSE ET DE LOCALISATION DES PECTINES. 

Les pect ines sont, avec les hémicel luloses, les deux classes de 
polysaccharides chimiquement les plus complexes, dont seuls certains 
constituants ont à ce jour été décrits [3). 

Les pectines sont en effet constituées d'une série de sucres de base 
(pentoses ou hexoses) dont le carbone 1 peut se trouver sous la forme O'v ou 
J3 et qui sont re li és les uns aux autres par une variété de li aisons. Il ex iste 
ainsi 64 types de liaisons différents entre 2 molécules d'un sucre à 6 
atomes de carbone et 3 molécules de sucre peuvent s'assembler de plus de 
1000 façons di fférentes [ 18]. Par ailleurs, diverses chaînes latérales 
peuvent se greffer sur "l'épine dorsale" pectique. 

De plus, la complexité structurale des pectines ne se limite pas aux 
types de liaisons qui associent une gamme de sucres différents. Les 
polysaccharides peuvent être modifiés par d'autres substituants. Les 
groupements hydroxyles peuvent ainsi être acétylés, méthylés, sulfatés ou 
phosphorylés et les fonctions acides carboxyliques peuvent elles-mêmes 
être estérifiées. Toutes ces modifications sont bien entendu suscept ibl es 
d'altérer les propriétés structurales des polymères pectiques [21). 

Des méthodes d'extraction, de purification, d'analyse et de marquage 
ont été progress ivement mises au point de façon à élucider la structure 
primaire de ces polysaccharides. 

11 . 1. Aperçu des méthodes class iques d'extraction et de pur i f ication 
des po lysacchari des végétaux. 

1 l. 1. 1. Extract 1 on 

Les polysaccharides sont extraits des parois cellulaires végétales par 
différentes techniques incluant l'usage d'enzymes, d'agents chéla teurs 
(oxalate d'ammonium, CDT A = cycl ohexanediamine tetraacetic acid) [22) 
ai nsl que de solvants alcalins, acides ou organiques (MMN0 = 

4-méthy1-morpho11ne N-oxyde, DMSO = diméthyl-sulfoxyde) [ 1 ]. 

Dans le cas des pectines, l'extraction fractionnée est obtenue en 
ut ili sant de l'eau chaude, des agents complexants et des ac ides [2]. 



1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

10 

11. 1.2. Purlf1cat1on 

Parmi les méthodes les plus utilisées, on trouve les précipitat ions 
sé lectives à l'acétate de cuivre, à l'éthanol, à l'acétone, au cétavlon ... [22]; 
les chromatographies échangeuses d'ions ; les tamis moléculaires ; les 
chromatographies sur couches minces et les dialyses [2]. 

11. 1.3. Méthodes d'analyse 

La complexité structurale des polysaccharides a nécess i té le 
développement de différentes méthodes d'analyse afin de déterminer la 
séquence des monomères de ces mo !écules. Les principales sont : la 
chromatographie en phase gazeuse combinée ou non à la spectrométrie de 
masse ; l 'HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ; la Fab-MS (Fast 
atom bombardment Mass Spectrometry) et la NMR (Nuclear Magnetic 
Resonance spectroscopy) [ 1]. 

Ces méthodes ne sont cependant pas capab les de décrire 
complètement la structure primaire de ces polymères. Elles ne permettent 
à fortiori pas de dire grand chose à propos des structures secondaires et 
tertiaires de ces po lysaccharides. Dans certains cas rares, elles peuvent 
prouver l'existence d'interactions spécifiques ou de connections entre les 
polymères de la paroi [3]. 

11 n'existe pas de sondes qui, par une reconnaissance hautement 
spécifique d'un polysaccharide ou d'une séquence d'un polymère, 
permettraient sa purification ou sa localisation in si tu, dans la paro i 
végét ale. 

Certaines techniques exi stent néanmoins, que nous all ons passer en 
revue. 

l l. 2. Loca li sation des polysacchar ides par des techn iques 
cytochimiaues. 

Nous devons distinguer ici la cytochim ie au sens strict, qui permet la 
détection de groupes chimiques, de la cytochimie d'affinité, qui est basée 
sur l'interaction entre macromolécules. 



11 

11. 2.1. Cytochimie au sens strict 

Elle ne permet pas une détection des polymères en eux-mêmes mais 
une visualisation des fonctions chimiques présentes. 

Les principales fonctions localisables sont les hydroxyles et les 
carboxyles pouvant être estérifiés ou non. Leur présence et leur 
localisation dans un polysaccharide dépendent de la nature et du type de 
l iaison entre les monomères constitutifs. Il est donc nécessaire 
d'envisager ces trois cas séparément [23]. 

Il 2 /. !. Localisation des prouJ}ements !J,vdrox;1les 

La méthode qui le permet est dérivée de la méthode, classique 
en histologie, du PAS (Periodic Acid ShifO. 
Elle se réalise en deux étapes, dont la première consiste à traiter la 
préparation avec l'acide periodique qui va oxyder de façon spécifique 
les groupements hydroxyles en aldéhydes. La seconde étape permet la 
visualisation des aldéhydes par leur réaction avec le 
tr1iocarbohydrazide <TCH) ou le thiosemicarbazide <TSC) rendus 
visibles par leur réaction avec l'osmium ou le protéinate d'argent. 

Il 21.2 Localisation des carbœ(vles 
' , 

Des micelles colloïdaux chargés positivement (habituellement du 
thorium colloïdal ou du fer colloïdal) réagissent avec les carboxylates 
des acides uroniques, formant ainsi des complexes denses aux 
électrons. 

Leur visualisation se réalise classiquement en microscopie 
électronique à transmission. 

Il 2 I...J. Localisation des carboxyles esténfiés 

Cet te technique, une des premières ut i 1 i sées en microscopie 
électronique, permet la localisati on d'acides uraniques estérif iés en 
les transformant en hydroxamates de fer. 

Elle se réalise en deux étapes : on fait d'abord réagir l'ester 
avec une solution d'hydroxylamine. Celui-ci est ensuite traité avec le 
fer ferrique de façon à former des complexes inso lubles, denses aux 
électrons. 
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Il ex iste d'autres techniques, moins sélectiv~s. Parm i celles-c i, 
citons la co Jorat ion au rouge de Ruthénium permettant la localisation des 
pectines en microscopie opt ique. 

L'inconvénient majeur de ces méthodes de localisation est leur 
manque de spécificité quant aux sucres et aux séquences. El les souffrent 
en outre d'une résolution faible. 

11. 2.2. Cytochimie d'affinité 

Elle est basée sur l'utilisation de trois types de macromolécules 
spécifiques qui sont les lectines, les enzymes et les anticorps. 

Il 22 !. Les lectines 

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines d'origine végéta le 
montrant une fixat ion spécifique sur les sucres. Des lectines couplées à 
l'or colloïdal, ou à la FDA (fluorescéine diacétate) et à la FITC 
(fluorescéine isothiocyanate) sont uti 1 isées respectivement en 
microscopie électronique ou en microscopie optique. 

Hayashi et Ueda ( 1987) ont ainsi util isé des lectines couplées à l'or 
colloïdal pour localiser le mannose, le N-acétyl glucosamine et le 
ga lactose dans les parois cellulaires d'une algue verte [24]. 

Malgré leur grande diversité, les lectines ont un usage limité en 
biol ogie végétale car il n'ex iste pas de lectines anti-xy lose. 
De plus, aucune des lect ines disponibles n'a la spécificité élevée d'un 
anticorps. Certaines permettent la localisation de di- ou oligo­
saccharides term inaux alors que pour d'autres, la reconna issance se lim ite 
à un seul sucre termina 1. [25) 

Il 222 Les enzymes 

El les peuvent être théoriquement utilisées comme sondes pour les 
sucres qui constituent leur substrat. On utilise des enzymes telles les 
xylosidases, les galactosidases, les fucos idases, les xylanases .. . 
marquées à l' or collo'idal. 
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Une xylanase purifiée couplée à l 'or colloïdal a permis la localisation 
de xylane dans les parols secondalres sur des sectlons minces de bois 
jeune de tilleul [26}. Le désavantage principal de cette technique est que 
l'enzyme ne reconnaît pas une séquence, mals coupe une liaison, ce qui 
l imite la spécificité de la méthode. De plus, il faut obtenir l'enzyme 
purifiée et la coupler à de l'or colloïdal sans altérer son activité. 

Il 223. Les ant/cor/)s 

Lorsqu'une substance étrangère ou antigène (Ag) est injectée dans 
l'organisme d'un vertébré, celui-ci va engager une réponse immunitaire 
contre cet antigène en produisant des anticorps (Ac) qui vont réagir de 
façon spécifique avec l'Ag qui a induit leur formation. 

On appelle immunogénicité la capacité de l'Ag à induire la production 
d'Ac et antigénicité la capacité de l'Ag à réagir avec l'Ac dirigé contre lui . 

Les anticorps sont des sondes hautement spécifiques. Leur spécificité 
est rigoureuse et les anticorps peuvent même distinguer les isomères D ou 
L d'un haptène de sucres [21] (haptène = petite molécule non immunogène, 
pouvant le devenir lorsqu·e l le est couplée à une grande molécule "carrier"). 

La taille d'un déterminant antigénique ou épitope (petite partie de l 'Ag 
reconnue par l'Ac) est de 4 à 6 sucres, mais certains Ac peuvent avoir des 
si tes de reconnaissance plus petits [27]. 

1 ls ne reconnaissent pas seulement des épitopes séquentiels, mais 
également des épitopes conformationnels. l ls fournissent donc une 
extension de la spécificité des lectines tant du point de vue de la tai l le 
que de la nature de la partie reconnue. 

Dans les Ac en tant que réactifs spécifiques, il faut cependant 
disti nguer les Ac polyclonaux et les Ac monoclonaux. 

Ac po lyc l on aux : 
Le répertoire inné d'anticorps d'une souris a été estimé entre 20 et 50 

mi 11 ions. Entre 1000 et 8000 anticorps différents semblent être capab les 
de reconnaître un seul déterminant antigénique. Si on analyse la réponse 
conventionnel le d'une souris à un Ag, seulement 5 à 1 O anticorps 
différents sont déterminés. Ce la représente un échantillon pris au hasard 
dans le répertoire total. Cet échantillon sera différent chez un autre 
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animal, même si l'Ag est le même. 

Ces observations indiquent qu'il est di fficile et même impossible de 
fabriquer un réactif reproductible contre un déterminant antigénique 
donné. Les désavantages majeurs d'un po lyserum sont donc les suivants : 
les titres sont faibles; les Ac, tout en étant spécifiques d'un épitope, sont 
hétérogènes; l'approvisionnement est limité à la durée de vie de l'animal ; 
enfin, la même combinaison d'Ac spécifiques est impossible à reproduire 
chez un autre animal [28]. 

Des méthodes physico-chimiques permettent cependant de séparer la 
f raction immunoglobulinique d'un serum en ses classes composantes et 
avec quelques difficultés, en ses sous-classes. La séparation des lg 
(Immunoglobulines) individuelles, différant seulement par la région 
variable, est généralement impossible par ces méthodes. [29) 
On peut rendre un polyserum spécifique, mais au prix de fastidieuses 
étapes d'épuisement [30]. 

Ac mon oc 1 on aux : 
Pour pallier les désavantages présentés par le polyserum, Kblher et 

Mi lstein ( 1975) ont fusionné une cellule cancéreuse (myélome) et une 
cellule lymphocytaire. L'hybridome résultant de la fusion n'est capable de 
produire qu'un seul type d'anticorps spécifiques d'un et un seul épitope. Cet 
hybridome a l'avantage de croître indéf iniment.[31] 

Avantages des monoclonaux par rapport aux polyclonaux : 

(a) leur production contre des Ag spécifiques est possible même 
quand l'Ag ne peut pas être obtenu sous forme pure [32, 33] 

(b) de petites quantités d'Ag ( <mg) sont suffisantes comme matériel 
de départ [32) 

(c) des Ac contaminants (source de réaction croisée) sont, par 
définition, exclus [32] 

(d) les hybridomes peuvent être préservés par congélation dans 
l'azote liquide, assurant ainsi une fourniture continuel le d'Ac 
[33, 34) 
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(e) 11s permettent d'éliminer la variabilité qualitative et quantitative 
inhérente au contenu en Ac spécifiques trouvée dans différents 
lots de serum polyclonal [33 ,34]. 

1 ls présentent aussi quelques désavantages : 

(a) les cultures d'hybrides consomment beaucoup de temps 

(b) leur coût de production est assez élevé 

(c) ils nécessitent une certaine expérience dans le domaine [32) 

(d) les réactions de fixation sur l'épitope ont tendance à être un peu 
plus faibles que pour les polyclonaux parce qu'un seul site 
d'attachement à la molécule antigénique est impliqué [35). 

Ces désavantages sont cependant mineurs en compara ison avec le 
potentiel énorme qu'offrent les Ac monoclonaux pour l'identification et la 
localisation de constituants spécifiques. 
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111. LES ANTICORPS ANTI- POLYSACCHARIDES VEGET AUX. 

Les anticorps offrent de nombreuses possibilités pour l'étude des 
po lysaccharides de la paroi végétale : la mise au point de tests 
immunocytochimiques devrait permettre leur localisation tant dans la 
paroi que dans le cytoplasme. 

L'obtention d' Ac reconnaissant des épi topes séquent ie 1s ou 
conformationnels donnerait une indication quant à la structure primaire 
et/ou secondaire du polysaccharide (ce qui n'est pas toujours possible avec 
les méthodes d'analyse classiques). 

La mise au point d'immunoessais (ELISA, RIA, ... ) permettrait de 
détecter la présence d'un épitope particulier noyé parmi d'autres 
polysaccharides. 

La réalisation de colonnes d'immunoaff inité permettrait d'isoler 
rapidement des séquences o l igosaccharidiques présentant un intérêt 
particulier. 

Des techniques immunocytochirniques (microscopie électronique ou 
cytofluorimétrie en flux) permettraient de localiser les polysaccharides in 
situ. 

Malgré ces avantages, l'approche immuno logique de la paroi cellula ire, 
est peu utilisée. Quelques publications font néanmoins état de l'emploi de 
sera po 1 yc l on aux. Nous allons passer en revue 1 es pri ne i pa l es. 

Certains chercheurs ont obtenu des anticorps polyclonaux contre des 
polysaccharides végétaux. 

Parmi ceux-ci , citons les travaux de V. Vreeland ( 1972) concernant 
l 'obtention d'un serum polyclonnal contre un alginate [36]. Ceux de Kaku et 
al. ( 1986) qui ont obtenu des sera contre l 'cx.-L -arabinofuranose [37) et 
enfin ceux de P. J. Moore et al. ( 1986) qui ont obtenu des sera contre le 
xyloglucane et le rhamnogalacturonane 1 [38]. 

Anderson et al. ( 1984) relatent cependant la production d'anticorps 
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monoclonaux contre l'arabinose et le galactose en immunisant des souris 
contre une glycoprotéine APG (arabinoga lactane prote in) [39]. 

L'abstract d'un poster publié par Vreeland et Macleatsch ( 1984) fait 
état de l'obtention d'anticorps monoclonaux contre un mélange d'alginates 
et de fucanes [ 40}. 

i 
L'importance de la pectine, l'absence de techniques cytocr1imiques 

sat isfaisantes et les perspectives d'application qu'offrent les méthodes 
immunologiques ont amenés le laboratoire de Biotechnologie Théorique à 
tenter la production d'anticorps monoclonaux anti-pectine. 
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MATERIELS ET METHODES 

1. IMMUNISATI ON 

1. 1. COUPLAGES 

Trois mélanges ant igéniques ont été utilisés pour la production 
d'anticorps anti-pectine. 

l. 1.1. Préparation de la solution de pectine. 

Matériel : 

- acide polygalacturonique d'orange à 98% (Sigma)= pectine 
- NaCl (Merck) 
- eau désionisée par le système Aqualab 30 (Vel) de conductiv i té 

spécifique < 1 µS.cm- 1 

Méthode : 

On prépare une solution de NaCl 150 mM en H2o désionisée. 

Sous ag itat ion, on ajoute progressivement la pectine (200 mg/D. 
Le pH est mesuré à l'aide d'une microélectrode combinée Radiometer 
6K 2321 C, le pH mètre étant préalablement étalonné avec deux 
solutions tampon de pH 7,00 et 4,01 (Radiometer). 
On aj uste le pH à 7,4 avec du NaOH 1 N. Une stabilisat ion du pH à cette 
va leur n'est obtenue qu'après plusieurs heures. 
On filtre finalement la préparation au moyen d'une cartouche fiitrante 
Sartorius, équipée d'une membrane de 0,2 µm. 

l. 1.2. Couplage de la pectine à la BSA méthy lée 

Principe : 

La BSA (bovine serum albumine) méthylée réagit avec les groupements 
carboxyliques des acides pectiques, formant ainsi une liaison [36). 



1 
1 
1 
1 

19 

Matérlel : 

- albumine bovine méthylée (Sigma) 
- solution de pectine préparée comme ci-dessus 

Méthode : 

Ajouter 0,2 mg de BSA méthylée par ml de solution de pectine à 200 
µg/ml, sous agitation. Le pH final de la préparation est de 6,2. 

l. 1.3. Couplage de la pectine à l'ovalbumine. 

Principe : 

Nous avons suivi la méthode proposée par Mc Lean et P. Nakane qui 
consiste en une oxydation des groupements hydroxyles de l'ovalbumine et 
de la pectine par le periodate, pour former des groupements aldéhydes. 
La lysine, en réagissant avec les groupements aldéhydes, réalise un 
pontage entre les deux molécules [41). 

Matériel : 

- acide polygalacturonique d'orange 98% (Sigma) 
- ovalbumine (Sigma) 
- m onohydroch 1 orure de L ( +) Lysine (Merck) 
- Na2HP0 4 (Merck) 

- periodate de sodium (Sigma) 

Méthode : 

Préparer une solution composée de 10 mg de pectine, 10 mg 
d'ovalbumine, 0,684 g de lysine et 0,263 g de Na2HP04 pour 100 ml 

d'eau désionisée. 
Amener cette solution à pH 7,4 et y ajouter o, 107 g de periodate de 
sodium. 
Dia lyser contre Na2HP04 50 mM pH 7,4 pour enlever l'excès de 

fixateur (3) (2 litres de tampon renouvelés une fois). 
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1. 2. IMMUNISATION DES LAPINS. 

Matériel : 

- Adjuvant de Freund complet (Gibco) 
- AdJuvant de Freund lncomp let (Gibco) 

Méthode : 

- !mmurJ/sat!on J)rlina!re .- 1 volume de solution antigénique a été 
émulsifié avec un volume d'adjuvant complet. Un lot de deux lapins a 
été immunisé pour chacune des trois méthodes, chaque lapin recevant 
1 ml de ce mélange. 
- les ra,o,oelsont été effectués suivant le protocole décrit par Moore 
et al. [38) c'est à dire à l et 2 semaines et de nouveau à 9 semaines 
après l'immunisation primaire, en remplacant l'adjuvant complet par 
de l'incomplet. Chaque lapin a donc reçu au total 0,4 mg de pectine. 

l . 3. IMMUNISATION DES SOURIS 

Elle a été réalisée de la même façon que pour les lapins. Un lot de 4 
souris BALB/c syngéniques furent immunisées pour chaque méthode de 
préparation de l'antigène. Chaque souris a reçu 0,5 ml du mélange 
antigénique. 

11. PRODUCT ION DES HYBR IDOMES. 

11. 1. Principe. 

Des splénocytes de sour1s, préalablement 1mmunisées avec un Ag, 
sont fusionnés avec une lignée ce 1 lulaire de myélome en ut i 1 isant du PEG 
(polyethylène glycol) comme agent de fusion. 

Le processus de fusion, même optimalisé, est inefficace; les hybrides 
résultants sont très peu nombreux en comparaison avec les deux cellules 
parentales [34). Son succès repose donc sur l'élimination. des cellules non 
fusionnées [ 42). 
Les cellules de la rate sont incapables de survivre en culture mais les 
cellules de myélome doivent être tuées par un processus efficace. Ceci est 
basé sur l'usage du milieu sélectif HAT de Littlef1eld contenant de 
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l'hypoxanthine, de l'aminoptérine et de la thymidine. [42, 34, 43] 

L'aminopterine, ana logue d'acide folique, bloque la synthèse des 
purines et pyrimidines. La survie des cellules en présence d'aminopterine 
nécessite l'activité d'une voie de sauvetage capable d'ut i liser 
l'hypoxanthine et la thymidine du milieu. 

L'usage de cette voie de sauvetage peut être empêchée si la lignée de 
myélome est déficiente en un enzyme clé tel que 
1 · hypoxanth i ne-guan i ne-phosphori bosy 1-transf erase le rendant incapable 
de croître en milieu HAT. De tels mutants sont sélectionnés parmi les 
cellules résistantes à l'azaguanine (analogue toxique incorporé par 
l'HGPRT). 

Les hybrides entre les myelomes HGPRT- et les splénocytes peuvent 
pousser en milieu HAT car ils contiennent l'HGPRT fourni par les 
lymphocytes alors que les myelomes HGPRT- meurent en quelques jours. 
[34] 

11. 2. Protocole d'immun isation. 

Une sour is BALB/c, immunisée avec pectine-BSA suivant le protoco le 
décri t précédemment, a été préparée pour la fusion par injection de 0,5 ml 
du seul antigène couplé pendant les quatres jours qui précédaient la fusion. 

11 . 3. Choix du myélome. 

Le myélome ut i lisé appartient à la lignée Sp2/0-Ag 14 et n'est pas 
producteur d'lg. 11 est dérivé d'un hybridome X63-Ag8X BALB/c [28). 

Les cellules du myélome sont cultivées à 37°C dans une atmosphère 
contenant 5% de co2 sur milieu RPMI total (voir milieux de culture ). Ces 

ce 1 lules subissent régulièrement une sélection sur azaguanine. 

11 . 4. Milieux de culture. 

- RPMI minimal 

RPM I 1640 (Gibco) (dont la composition est donnée à la figure 13) 
auquel on ajoute, pour un 1 i tre : 
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1 O ml de mélange penicilline,streptomycine (Gibco) 
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Le tout est amené à pH 7,4 et filtré sur un dispositif Sartorius équipé 
d'une membrane de 0,2 µm. 

- RPMI total 

RPM I minimal auque l on ajoute 10% HS (Horse Serum, Gibco) et 5% FCS 
(Fetal Calf Serum, Gibco) préa lablement décomplémentés par 
chauffage pendant 30 min à 50°C. 
La mise à pH et la filtration s'effectuent comme précédemment. 

- milieu HAT 

Préparé en ajoutant 2% de HAT concentré 50 fois (G ibco) au RPM I 
total . 

- milieu HT 

Préparé en ajoutant 2% de HT concentré 50 fois ( Gibco) au RPMI total. 

11. 5. Protocole de fusion. 

a) Préparation de cellules péritonéales de rat 

La veille de la fusion, on inj ecte 20 ml de milieu HAT dans la cavi té 
pér i tonéale d'un rat. Le l iquide est ensuite récupéré, les cellules comptées 
et aj ustées à 100.000/ml . 

Ces cellules sont ensuite déposées dans des microplaques de titrat ion 
(96 pui ts) à raison de 100 µl par puits. Notons que l'utilité de ces ce llul es 
nourricières est controversée : il semblerait que leur principale fonction 
serait d'ajouter des facteurs de croissance inconnus au milieu (44]. 

b) Préparation des sp l énocytes 

La souris est tuée et sa rate prélevée de façon stérile. On pré lève 
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également le sang dont le serum servira de contrôle positif dans les tests 
de screen1ng. La rate est broyée dans un potter en présence de NH4Cl (8,3 

g/1, pH 7) de façon à assurer la lyse des globules rouges. On centrifuge 
ensuite pendant 1 o min. à 1200 tours, le culot étant resuspendu en RPMI 
minimal. Cette étape est renouvelée deux fois. 

c) Préparation du myélome 

Avant la fusion, le myélome, maintenu en culture, est lavé en RPM I 
minimal pour éliminer les cellules mortes et les éléments du HS et FCS. 
Les cellules sont centrifugées pendant 10 min. à 1200 tours, le culot étant 
resuspendu en RPMI minimal. Cette opération est répétée 2 fois. 

d) Fusion proprement dite 

Les splénocytes et les cellules de myélome sont comptées et ajustées 
dans un rapport de une cellule de myélome pour 4 splénocytes. Ces deux 
types cellulaires sont mis dans un tube conique de 1 o ml. 

On centrifuge pendant 10 min. à 1200 tours. On élimine le surnageant 
et on ajoute au culot 1 ml de PEG 4000 (Gibco) goutte à goutte, sous 
agi tation. On dilue ensuite le PEG en ajoutant progressivement 7,5 ml de 
RPMI minimal tout en maintenant l'agitation. Ces deux dernières étapes 
sont réa lisées à 37°C. 

Après une neuve l le centrifugation, le culot est resuspendu en RPMI 
total et laissé dans ce milieu pendant 2 h à 37°C. (le PEG étant toxique 
pour les cellules, cela leur permet de "récupérer"). Ensuite, on centrifuge 
et on resuspend les cellules en milieu HAT en les ajustant à 106 / m 1. 

Les cellules sont finalement déposées dans les boîtes contenant les 
cellules nourricières à raison de 100 µl par puits. Ces boîtes sont 
maintenues dans une étuve à 37°C dans une atmosphère enrichie à 5% de 
co2. 

Après 1 o jours, les puits sont exam inés pour détecter la présence 
d'hybrides et le milieu HAT est remplacé par le milieu HT, car 
l'aminoptérine est toxique pour les cellules. 

Les hybridomes sont ensuite testés pour la production d'anticorps 
anti-pect1ne et les clones pos i tifs transférés en macropu its sur cellules 

- ------- -
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Figure 14 : Principe du test ELISA utilisé pour détecter la présence 
d'anticorps anti-pectine. (Campbell, 1984) 
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Figure 15 : Principe du test ELISA sandwich utilisé pour déterminer 
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péritonéales, en RPMI total. 

Lorsque ces hybr1domes arrivent à cont'luence, on peut entreprendre 
leur congélation : les cellules sont centrifugées pendant 10 min. à 1200 
tours/mn. Le culot est resuspendu en FCS + 10% de DMSO. 
Le tout est réparti en cryotubes et congelé à l'azote, l'abaissement de 
température se produisant comme suit : passage de la température 
ambiante à -70°C à raison de 1 °C /mn, ensuite descente brusque de la 
température jusqu'à - 160°C. 

e) Clonage 

Les l 1gnées cellulaires d'hybrides sélectionnés pour une 
caractérisation ultérieure sont clonées deux fois par la technique des 
diluti ons limites, de façon à obtenir une lignée cellulaire stable 
génét iquement et produisant des anticorps monoclonaux contre l'antigène 
injecté. 

Les cellules sont diluées en RPM I total, sur plaque de microtitration 
contenant des cellul es nourricières, de façon à avoir respectivement 0, 1 ; 
1 ; 1 O et 100 cellul es par puits. Les surnageants provenant des puits à 0, 1 
cellul es sont testés pour leur sél ectivité vis-à-vis de la pectine. Les 
surnageants des pui t s à 10 et 100 cellules servant de contrôles positifs. 

Les clones positifs sont transférés en monopui ts sur cellules 
péritonéales, puis en flacon. 

111. TESTS DE CRIBLAGE (SCREENING) ET DE CARACTERISATION DES 
ANTICORPS. 

11 l. 1. TEST Eli SA 

Des immunoessais utilisant des moyens enzymatiques furent pour la 
premi ère fois décrits par Engvall et Perlmann en 1971 . Ils leur donnèrent 
le nom d'ELISA Œ.nzyme .Linked lmmunosorbent Assay) [45). 

Le type de test ELI SA ut1lisé pour détecter la présence d'anticorps 
anti-pect ine consiste à fa ire adsorber l' Ag sur des boîtes de plastic. Les 
ant isera ou les surnageants de cu l ture sont ensuite incubés dans chaque 
pu i ts, l'excès d'Ac non fixé est lavé. La présence d'Ac fi xés est révélée par 



PROTOCOLE GENERAL 

1 . Dépôt de l'antigène. 
Pour favoriser l'immobilisation de la pectine sur- le support solide, nous avons employé de 
la poly-L-lysine ( PLL) : d'une part parce qu'elle est connue pour sa capacité à former des 
complexes avec la pectine ionisée [ 46] et d'autre part pour son utilisation dans 
l'immobilisation d'autres Ag en ELISA, notamment des cellules. 

Un volume donné de poly- L-lysine dissoute en H2o désionisée est déposé dans les puits 

d'une plaque de microtitration et incubé à temperature ambiante , permettant ainsi à la 
PLL de s'adsorber. 

Après avoir évacué la PLL, on dépose une solution de pectine dans les puits, on recouvre la 
plaque d'un parafilm pour éviter l'évaporation et on la place à 4°C pendant une nuit. 

2. Saturation 
Les pu its sont vidés de la solution d'Ag et remplis entièrement avec une solution de gélatine 
à 200 w.g/m l dissoute dans un tampon approprié. La plaque est laissée 2 h à 37°C. 

Cette étape permet de bloquer les sites restants non saturés et d'éviter ainsi l'adsorption 
non spécifique des Ac primaires et secondaires sur le suppor·t sol ide. 

3. Dépôt du premier Ac 
50 µ1 de serum polyclonal ou de surnageant de culture sont déposés dans chaque puits. La 
plaque est mise à incuber pendant 1 h à 37°C. 

4. Lavages 
l ls sont r-éalisés dans une solut10n tampon. 

5. Dépôt du deuxième anticorps 
50 Jl 1 d'un Ac coup le a une enzyme , dilue 500 f 01s dans un tampon donné, sont déposés dans 
les puits. Incubation : 1 r1 à 37°C. 

6. lavages dans une solution tampon 

7. Révélation 

Ajout de 100 1.1.l d'une solution d' ABTS-H2o2 par puits. Laisser incuber 15 mn à 37°C. 

Solution ABTS-H..::.,1,.72 : -AB TS : 2 ,2' -6zino-di-[ 3-éthyl-.b_enzolhiazolin-â_ulfonate] 

( Boehringer ) 
-H2ü2 30% ( UCB) 

-tampon citrate = Na2HP04.2H20 (Merck) 20,5 g/1 

/i,cide citrique (UCB)8,9 g/1 
pH 5,6 

Dissoudre 4,2 mg d'ABTS dans 5,6 ml de tampon citrate. 
Ajouter 5 µl d'H2o2 dans ce mélange. La solut10n est préparée avant chaque usage. 

8. lecture 
Elle est réalisée par un lecteur ELISA T1tertek, l 'absorbance est réglée à 405 nm. 
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la liaison d'un deuxième Ac couplé à une enzyme et reconnaissant le 
premier : l'activité enzymatique étant quantifiée par la conversion, 
catalysée par l'enzyme, d'une substance peu colorée en très colorée (Figure 
14). 

Mis au point, le test est rapide et sûr : 400 à 500 échantillons peuvent 
être facilement testés en 8 heures [43]. Ce type de test a donc été utilisé 
pour le criblage des monoclonaux, ainsi que pour leur caractérisation. 

Etant donné les modifications successives apportées au test en vue de 
son optimalisation,les protocoles utilisés seront détaillés dans la partie 
résultats. 

Des tests similaires ont également servi pour l'étude de sera 
polyclonaux de lapins et de souris. Les protocoles correspondants seront 
également décrits dans la partie résultats. 

Nous allons cependant donner un protocole général du test utilisé 
(voir ci-contre). 
111. 2. Test ELISA "sandwich". 

Un test en "sandwich" a été utilisé pour déterminer l'isotypie des Ac 
monoclonaux obtenus. 

Il consiste à immobiliser d'abord un Ac spécifique de l'Ag sur un 
support. L'Ag est ensuite ajouté et un deuxième Ac marqué dirigé contre un 
épitope différent de l 'Ag est utilisé pour détecter l'Ag fixé (Figure 15). 

Matériel 

-Anticorps de lapin anti-souris purifiés (RAM) (produits par le 
laboratoire d'immunologie, FNDP). 
-Anticorps de chêvre "biot inés" ant i-1 gG2a (Amersham) 

anti-lgG2b 

anti- lgG 1 

anti-lgM 

-Complexe biot ine-streptavidine peroxydase (Amersham) 
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Protocole 

1. Dépôser 50 µ !/puits de RAM purifiée amenée à 1 O µg/m l en PBS 
(plaque de microtitration PVC, Flow). 

2. Remplir les puits avec une solution d'ovalbumine 2% en PBS. Laisser 
une heure à 37°C. 

3. Dépôser 50 µ !/puits de surnageant pur. Laisser incuber 1 h à 37°C. 

4. Laver en PBS + 0, 1 % Tween 20. 

5. Dépôser 50 µ !/puits : Ac anti-lgGl 
Ac anti-lgG2a 
Ac anti-lgG2b 
Ac anti-lgM 

6. Laver en PBS + 0, 1 % Tween 20 

, dilués 1000 fois en PBS 

7. Dépôser 50 µ !/puits du complexe streptavidine-biot ine peroxydase 
dilué 1500 fois en PBS. Laisser 30 min. à 37°C. 

8. Laver en PBS + 0, 1 % Tween 20 

9. Révéler : ABTS-H2o2. Incuber 15 mn à 3rc 

1 O. Lecture ( 1 dem test précédent). 

Un même type de test a été utilisé pour détecter la product ion totale 
d'immunoglobulines par les clones. Les étapes 5, 6 et 7 du protoco le 
précédent sont remplacées dans ce cas par le dépôt de 50 µl/puits d'lg 
anti-souris coup lées à la peroxydase, diluées 500 fois en PBS. 

111. 3. Tests "dot-blot" . 

Cette vari ante du test EL ISA se réal1se sur une membrane support. Les 
résultats obtenus sont qualitatifs. 

Quelques µ 1 de solution d'Ag sont déposés sur une membrane. Après 
une étape de saturation, la membrane porteuse de l'Ag est incubée dans le 
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premier Ac, lavée, puis incubée dans le deuxième Ac couplé à une enzyme. 
La réaction s'effectue en plaçant cette membrane dans une solution 
contenant l 'H2o2 et un chromogène. En présence d'eau oxygénée, le 

chromogène est oxydé et donne un produit coloré [45]. 

Ce type de test a été ut 111 sé pour détecter la présence d' Ac 
anti -pectine dans les polysera de lapin. 

Oot blot sur n/trocellulose 

Matériel 

-feuille de nitrocellulose (N.C.) (Bio-Rad) 
-serum de cheval (G ibco) 
-lg d'âne anti-lapin couplée à la peroxydase (Amersham) 
-diaminobenzidine (DAB) (Sigma) 
-H2o2 (UCB) 

-Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane) (Fluka) 
-NaC 1 (Merck) 
-Tween 20 (Merck) 

Méthode 

Préparer les solutions suivantes en eau désionisée 
- pectine 800 ng/ µ 1 
- ovalbumine 400 ng/µ1 
- BSA 400 ng/ µ. l 

1. Déposer 1 µl de chaque solution sur la feuille de N.C. et la isser 
pénétrer l'échantillon jusqu'à disparition de la trace du dépôt. 

2. Incuber une nuit à 4°C dans une solution de saturation : 
1 0% de serum de cheval en TBS 
TBS = Tris Buffered Saline 

-20 mM Tris 
-500 mM NaCI 
-porté à pH 7,5 avec HCl 12 N 

3. Incuber la membrane 1 h à température ambiante dans les sera 
dilués 20 fois en TBS + 1 % de serum de cheval. 
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4. Effectuer 3 lavages de 1 0 min. en TBS + Tween 0, 1 % sous 
agitation. 

5. Incuber ensuite la membrane dans le deuxième Ac couplé à la 
peroxydase dilué 500 fois en TBS + 1 % serum de cheva 1. 

6. Effectuer 3 lavages de 1 0 min. en TBS + Tween 0, 1 % sous 
agitation. 

7. Révéler par : -Tampon Tris-HCl 50 ml1, pH 7,5 
-DAB 0,05% 
-H202 0,03% 

8. Stopper la réaction enzymatique en trempant les bandes de N.C. 
dans HCl 0, 1 N. 

Dot blot sur a,o,oareil de micro!iltration Bio-dot™ 

Matériel 

Apparei 1 de microf i ltrat ion Bio-dot™ (Bio-Rad) 

Méthode 

Le protocole suivi est celui décrit dans le mode d'emploi de l'appare i l. 

1. Tremper la membrane de N.C. dans le tampon TBS pendant 1 /2 h à 
température ambiante. 

2. Déposer la membrane sur l'appareil et l'hydrater avec 2 fois 150 
m 1 du même tampon. 

3. Déposer 1 0 µ 1 d'une solution de pectine 200 ng/ µ l dil uée 4 fo is 
en TBS (ce qui équivaut à un dépôt de 5 µg d'Ag par pu i ts ). 
Laisser la solution descendre par gravité. 

4. Saturer par 10% de serum de cheval en TBS et laisser descendre 
par gravité : 250 µ1 . 

S. Laver en faisant passer du tampon TBS + 0, 1 % Tween tout en 
faisant le vide. Renouveler l'opération 5 fois. 

6. Diluer les sera en TBS + 5% de serum de cheval. Déposer 50 µ1 
par puits et laisser descendre par gravité. 

7. Laver comme ci-dessus. 
8. Révéler : DAB - H2o2 (voir protocole précédent ). 
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111. 4. lmmunofluorescence. 

L' immunof luorescence a été réa 1 isée sur des paro is de Nitella f lex!/1~ 
L. isolées de télomes cultivés en aquarium dans le laboratoire < l 8°C, pH 
6,2). 

Les cellules internodales sont isolées, leur contenu cellulaire évacué 
et les parois lavées success ivement avec de l 'éthanol , de l'éther et de l 'eau 
désionisée pour éliminer les composants cellulaires. 

Elles sont ensuite étalées, découpées en morceaux de ± 2 mm de 
longueur et plongées dans une solution de cac1 2 1 O mN pendant une heure. 

Les morceaux sont ensuite incubés dans le serum polyclonal de chèvre 
(S igma) dilué 20 fois en Tris 20 mN + NaCl 150 mN + cac1 2 1 mN pH 7,6. 

Après deux heures de saturation, les fragments de paroi sont incubés 1 h 
dans le surnageant de culture dilué ou non dans le tampon Tr is-NaC1-CaC1 2. 

Les fragments de paroi sont ensuite incubés dans un deuxième Ac 
couplé à la FITC (lg de mouton anti-souris couplé à la fluorescéine, 
Amersham) dilué 50 fois dans le tampon Tris-Ca-Na pendant une heure. 

Les lavages sont réalisés comme ci-dessus. 

L'observation a été réalisée sur un microscope à ép ifl uorescence 
Zeiss Axioplan équipé d'objectifs Plan-Neofluar et d'occula ires P.I. 10 X. 

Les caractéristiques du filtre utilisé sont : 
BP 450-490 
FT 510 
LP 520 

Les photos ont été prises sur un fi lm Kodak ektachrome 200 Asa. 
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1v. Les asc ite~; 

1V. 1. Product ion des ascites 

Les anticorps monoclonaux peuvent être préparés so i t en culture, soit 
en mult ipliant l'hybridome dans la souris. 

Les principaux avantages et inconvénients de chaque métriode sont : 

en culture .- - l'Ac est toujours monoclonal 
- sa concentration est faible, i 0-100 µg/ml 
- 1 a production demande des soins régu 1 i ers et on 

n'est pas à l'abri d'infections éventuelles 

da/7s la sour/s .· - les Ac spécifiques peuvent être contaminés par 
d'autres lg de souris dirigées, par exemple, contre 
des virus ou par des protéines de l'anima 1 . 11 est 
donc nécessaiîe de purifier les ascites avant leur 
util isat ion 

PROTOCOLE 

- la concentration en Ac est élevée, 10 à 20 mg/m 1 

- la production demande moins de soins, la souris 
apportant tout ce qui est nécessaire à la 
croissance et à la multiplication des hybridomes 
[44) 

Injecter 2.106 hybridomes, dans un volume de 0,5 ml, dans la cavi té 
péritonéale d'une souris BALB/c sensibilisée 10 jours auparavant par une 
injection intrapéritonéale de pristane (Aldrich). Récolter l'ascite 2 à 3 
semaines après l'injection. 

l l. 2. Purification des ascites. 

lV. 2.1. Purification par la protéine A 

a. Pr l17C ipe 

La protéine A, un composant majeur de la paroi de Staf)liylococcu::-
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aureus, s'associe réversiblement à la partie Fe des lgG. Cette propriété 
fait qu'elle est utilisée sous forme immobilisée sur un gel de 
chromatograph ie pour isoler des lgG à partir des ascites. [30) 

Sous des conditions de pH et de force ionique élevés, on favor ise la 
f1 xation de toutes les sous-classes d'lgG, même l'lgG 1 connue pour sa 

fa !ble aff inité pour la proté ine A L'abaissement progressif du pH perm et 
une élut ion successive des I gG 1, 1 gG2a, 1 gG2b et 19G3 . 

o. /"lateri& I 

Gel de protéine A Sepharose CL-4B (Pharmacia) 

c Tampons 

-tampon de li aison: 1,5 M glyc ine (UCB) 
3 M NaCl (Merck) 
pH 8, 9 avec NaOH 5 M 

-tampon d'é lution: 100 mM acide citrique WCB) 
pH 6,0 avec NaOH 5 M 

-tampon de régénérat ion : 100 mM acide citrique (UCB) 
pH 3 avec NaOH 5 M 

- centrifuger les ascites pendant 1 O min. à 1200 tours, les fi l trer sur 
préf il tres Millipore. 

- équilibrer la co lonne avec 20 ml de tampon de liaison. 
- déposer l'écr1antillon : 5 ml d'ascite add iti onnés de 5m l de tampon 

de liaison. 
- laver la colonne avec ce tampon jusqu'à la fin de la sor t ie du 

prem ier pic. La lecture de l'absorbance se fait à 280nm. 
- 1 orsque l'on voit un retour à 1 a ligne de base, déposer le tampon 

d'élut ion. 
- quand le deux ième pic est sorti, déposer le tampon de régénéra jon. 

Les opérations s'effectuent à température ambiante. La colonne est 
conservée en PBS + 0, 1 % d'azoture de sodium (Merck). 
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Les immunoglobulines éluées sont directement mises à pH 7,4 et dialysées 
contre du PBS + 0, 1 % d'azoture pendant une nuit à 4°C sous agitation. 
Elles sont ensuite concentrées par un système CX-10 (Millipore) puis 
dosées par turbidimétrie à 280 nm. La concentration a été déterminée par 
comparaison avec une droite d'étalonnage préalablement établie. 

lV. 2.2. Purification par précipitation au sulfate d'ammonium 

Cette méthode est basée sur la propriété de précipitation des 
protéines lorsque l 'on augmente la force ionique du milieu. Le sel le plus 
utilisé est le sulfate d'ammonium. 

M&t/Jode: 

Les ascites ont été purifiés par précipitation avec 33% de sulfate 
d'ammonium (w:v) et resuspendus en PBS. 

.J 
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A B C D E F G 

Photo n°1 Réactivité des polysera de lapin 

vis-à-vis de la p ectine et des 

protéines de coup la~e. 

En A lariin contrôle (non i mrrmnisé) 

B e t C lapins immunisés P-Ovalburnine 

D et E lap ins immunis é s Pectine 

F et G lapins immunisés P-BSA 

En 1 dépôt de BSA (400 ng) 

2 dépôt d'ovalbumine ( 4 0 0 n0 ) 

3 -: dépôt de pectine ( 400 ng) 

4 : dépôt de pectine (800 ng) 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Dans un premier paragraphe concernant 1es anticorps po1yc1onaux, 
nous présentons les résultats qui nous ont permis de vérifier le caractère 
immunogénique de 1a substance injectée et de mettre au point un test 
efficace pour la détection ultérieure d'Ac monoclonaux spécifiques de cet 
antigène. 

Un second paragraphe traiter a de la caractérisation des Ac monoclonaux 
obtenus. 

1. Ac POL YCLONAUX 

l.1 . Analyse des polysera de lapin 

Les lapins ont été immunisés suivant les trois méthodes décrites 
dans "Matériels et méthodes", à savoir par la P-BSA, la P-Ovalb. et la 
pectine non couplée. Nous avons donc testé l'immunogénicité de ces trois 
préparations de pectine par un test de type qualitatif : la méthode des 
taches (Dot-Blot). 

l. 1. 1. Le Dot-Blot 

On constate (Photo n· 1) que seuls les lapins immunisés par la P-BSA 
montrent une réponse sur pectine. Le serum de ces lapins est aussi le seul 
à répondre à la BSA alors que tous les sera, dont le contrôle, réagissent à 
1'ova1bumine. La méthode à la BSA méthylée semble donc la plus efficace 
pour la production d'Ac anti-pect ine. El le est d'ai ! leurs souvent 
recommandée pour des polysaccharides acides, alors que celle à 
l'ovalbumine s'utiliserait plutôt pour des polysaccharides neutres. 

La pectine non couplée, quant à elle, n'induit pas la production d'Ac 
anti-pectine par les lapins. Elle serait donc non immunogénique. 

Nous pouvons rapprocher ces observations de conclusions analogues 
tir'ées pour les polysaccharides fongiques : ceux-ci ne stimulent pas ou peu 
la production d'Ac chez les animaux d'expérience, un couplage à des 



TBS 

Contrôle 

P-BSA 

P-BSA 

Pectine 

P-Oval. 

P-Oval. 

TBS 

Dilutions:10 20 30 40 80 160 320 640 ... 20480 

Photo n°2 Dilution des polysera de lapins sur pectine. 
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protéines ou une innoculat ion de ce! Iules entières étant le seul moyen de 
produire des antisera contre ces polysaccharides (47]. 

Les polysera ont ensuite été dilués de 1 O à 20.480 fols, et nous avons 
observé leur réactivité vis -à-vis de la pectine par le test en "dot-blot" 
réalisé sur appareil de microtitration Bio-Dot™ (Photo n°2). 

Les sera des lapins immunisés P-BSA peuvent être utilisés jusqu'à 
une dilution de 320. Les lapins immunisés à la P-Ovalbumine montrent une 
réponse beaucoup plus falble, légèrement supérieure au contrôle et dont la 
limite de dilution est de 40. Le serum du lapin immunisé avec la pectine 
non couplée est indiscernable du serum contrôle. 

Si le dot-blot est efficace pour mettre en évidence la présence d'Ac 
ant i-pect ine, il ne permet cependant pas de tester plus de 96 échant i l lons 
à la fois, ce qui en constitue le principal inconvénient pour la détection de 
clones produisant des Ac anti-pectine après fusion. En effet, lors de cette 
étape, tout retard dans la détection d'Ac spécifiques de l'Ag fait courir le 
risque d'une perte de clone soit par "surcroissance" ou par croissance 
sélective de cellules non sécrétrices. 
11 est donc nécessaire de posséder une méthode de criblage rapide, 
permettant de tester plusieurs centaines de clones en une journée. 

Nous avons donc essayé une autre méthode de détection : l'ELISA. 

1. 1.2. Le test ELISA 

11 nous fallait d'abord rechercher les combinaisons de concentration 
en Ag et Ac permettant d'optimaliser le test. Pour y arriver, nous avons 
réparti les différents composants de façon à permettre leur interaction. 

Nous avons représenté ci-dessous le plan d'une boîte de 
microtitration à 96 puits reprenant les différentes concentrations 
utilisées en PLL, pectine, ainsi que les dilutions des polysera. 



Protocole des tests ELISA lors de l'analyse des polysera de lap ln 

/. /mmo/J1ï1~.;ationœ !'Ag: - Poly-L-lysine PM 338.000 (Sigma) ajustée à 0,05 mgiml et 
1 mg/m 1 en H2o distillée. 50 u l ont été déposés dans chaque puits de 

la microplaque (PYC - Flow) suivant le schéma de dispersion 
ci-contre. 
Incubation d' 1 /2 h à température ambiante. 

- Pectine aux concentrations de 100 et 200 µg/m 1, en NaCl 150 mM 
pH 7 ,4 ; 50 i.tl/puits. 
Dépôt suivant le schema ci-dessus. 
Incubation d'une nuit à 4°C. 

2. Saturation : -Gélatine 200 µg/ml en PBS-CaC1 2 1 mM, 250 µg/puits. 

Incubation de 2 h à 37°C. 

3. OépôtdupremierAc : - Serum polyclonal de lapin dilué en PBS-CaCl2. 

Contrôle : PBS-CaC1 2. 

Dépôt de 50 µ1/puits, 
Incubation d' 1 h à 37°C. 

1. Lavages : -PBS-CaCl2 

5 Oépot du second Ac : -lg d'âne anti- lapin couplé à la peroxydase (Amersham) , 
dilué 50 fois en PBS-CaCl2. 

Dépôt de 50 µl/puits. 
1 ncubation d' 1 h à 37°C. 

6 Lavages : PBS-CaC1 2 

1. Révélation : Ajout de 50 µ l d'une solution ABTS + H2o2 /puits. 

Incubation de 1 S min. à 37°C. 
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Dilutions des pol!-lsera 

10 20 40 BO 160 320 10 20 

C C 
P-B P-B 
P-0 P-0 
p p 

C C 
P-B P-B 
P-0 P-0 
p p 

100 µglml 
D ectlns 

C = contrôle 
P-B = pect i ne-BSA 
P-0 = pectine-ovalbumine 
P = pectine 

40 80 160 320 

20 µg/ml 

D sct1ns 
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0,05 mg/ml 
PPL 

mg /ml 
PPL 

Le protocole utilisé pour la réalisation de ce test ELISA est détaillé 
ci-contre. 

Les résultas obtenus sont reportés sur les graphiques A, B, C et D 
(présentés au verso de cette page) reprenant la réponse des polysera sur 
les quatre combinaisons PLL/Pect ine ut i 1 isées. 

De l'examen de ces graphiques, on constate : 

( 1) que les résultats obtenus en utilisant 0,05 mg/ml de PLL pour 
l'immobilisation sont nettement supérieurs à ceux obtenus en 
utilisant I mg/ml de PLL. 

(2) qu' il n·y a pas de très fortes différences entre les deux concentrations 
en pectine après dépôt de PLL 0,05 mg/m 1. 

(3) que le lapin P-BSA montre toujours la réponse la plus forte, ce qui 
confirme les résultats obtenus en Dot-Blot. 

Sur base de ces observations, nous avons donc décidé de poursuivre 
les tests en PLL 0,05 mg/m 1 et pectine 20 µg/m l. 

Par la suite nous avons testé l'efficacité de la saturation à la 
gélatine. Le protocole de ce test est détail lé ci - a ptl~ .. 
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GRAPHIQUE 1 : Réoonse des polysera de lapin sur les quatres combinaisons 

de poly-L-lysine et de pectine utillsées . 

A : 0,05 mg/ml de PLL et 20 µg/ml de pectine . 
B : 0,05 mg/ml de PLL et 100 µg/ml de pectine. 
C : 1 mg/ml de PLL et 20 µgiml de pectine . 
D : 1 mg/ml de PLL et 100 µg/ml de pectine 
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!. Oépôtdelagé!atine .- 200 µg/ml en PBS. 
50 µ1/puits. 
Incubation d'une nuit à 4°C. 

2 Oépô/d(lpremierAc .- 50 µl/puitsdeseradiluésen PBS 
Incubation d' i h à 37°C. 

3. L 8Va,;)3S : PBS. 

4. Oépdt dv second Ac : Ant1-lapin dilué 500 fois en PBS ( 50J1l/pu1ts). 
Incubation d' 1 h à 37°C. 

5 L tJV@flS : PBS. 

6 Révélation .- ABTS-H2o2. incubation de 15 min. à 37°C. 
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GRAPHIQUE 2 : Spécificité des polysera de souris vis- à-vis de la pectine 

et des protéines de couplage. 

A : réponse des polysera sur 0.05 mg/ml de PLL + 200 ug/ml de pectine . 
B : " sur 200 µg/ml de pectine . 
C : sur P-BSA . 
D : 
E: 
r , 

sur P-Ovalbumine . 
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~Ur O'kl l !IUtt!fHt:: . 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
1 
1 

1 

1 

1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 



37 

N'ayant pas constaté de réponse positive, nous en avons conclu 
qu'aucun des anticorps ne se fixait de façon non spécifique : la gélatine 
constitue donc dans ce cas-ci, un bon moyen de saturation 

Nous avons ensuite testé la méthode sur les polysera de souris. 

1. 2. Analyse des polysera de souris. 

Les polysera de souris ont été testés quant à leur spécificité 
vis -à-vis de la pectine et des protéines de couplage. Nous présentons àla 
page suivante, un tableau résumé des différents tests réa 1 isés. 

Avant de commenter les résultats obtenus, i 1 nous faut préciser qu' i 1 
n'a bien sûr matériellement pas été possible d'effectuer les différents 
tests sur une seule et même boîte ELISA, et que nous devons donc tenir 
compte d'une source de variabilité supplémentaire des résultats de 
microplaque à microplaque. 

Les écarts observés entre traitements au sein d'une même 
microplaque nous semblent cependant suffisamment supérieurs aux écarts 
entre microplaques différentes pour nous permettre de conclure quant aux 
traitements. Les graphiques correspondant sont repris cc - con t re . 

- Si nous comparons les graphiques B et A (pectine avec PLL / 
sans PLU, nous pouvons constater que la présence de la 
poly-L-lysine augmente de façon très importante la réponse. 
La méthode de couplage à la BSA est à nouveau nettement 
meilleure. Son efficacité pour la production d' Ac 
anti-pectine est confirmée par la comparaison des graphiques E et 
B (BSA/pectine) où une réponse des Ac de la souris P-BSA 
équivalente à trois fois le bruit de fond est atteinte pour la 
dilution 20 sur BSA et pour la dilution 300 sur pectine. 

- Si nous analysons maintenant les graphiques E et F (BSA/0valb.), 
nous retrouvons le phénomène déjà observé chez les lapins, 
c'est-à-dire la réactivité exclusive de la souris P-BSA sur BSA et 
la réponse de toutes les souris, y compris celles non immunisées, 
sur ovalbumine. 

Ayant donc démontré que le test ELISA utilisant la poly-L -lysine pour 
immobiliser l'Ag, était le plus efficace et que la méthode d'immunisation à 
la P-BSA était la plus valable, nous avons regroupé ces deux paramètres 



solution préparée Solution préparée Solution préparée Solution préparée BSA 0valb . 
Ag testé de pectine . de pectine de pectine-BSA de pectine-Ov a lb . 200 µg/ml 200 µg/ml 

(cfr immunisation) (cfr. immun .) (cfr. immun.) (cfr . imml.l'l .) enPBS enPBS 

gr aphique A B C D E F 

1) Etape 
d'immobilisation 
de l'antigène 50 µ1/puits de 

PLL O ,OS mg/ml 
dans H20 

-poly-L-lysine 

-quantité d' Ag 50 µ1/puits 50 µ1/puits 50 µ1/puits SO µ1/puits 200 µgBSA/ml 200 µg Ov ./ml 
déposée 50 µ1/puits 50 µ1/puits 

-incubation une nuit 
à 4°c 

2) Saturation 
250 µ1/puits de gélatine à 200 µg/ml en PBS 

3) Polysera 50 µ 1 /puits de sera dilués 1 0, 20, 40, . . . 1 0240 fois en PBS . Contrôles : -souris non immunisées 
-PBS 

4) Lavages PBS + Tween 0, 1 % 

5) Deuxième 50 µ1/puits d'lg de mouton anti-sOW'is (Ac entier) couplé à la peroxydase (Amersham) dilué 500 X en PBS 
anticorps 

6) Lavages PBS + Tween 0, 1% 

7) Révélation ABTS - H202 50 µ1/puits 

-
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dans un test en "doub1e aveugle". Nous avons ainsi dispersé au hasard 1es 
sera des souris contrôles et immunisées P-BSA (dilution 20) dans une 
boîte à 96 puits suivant le protocole décrit dans la colonne 2 du tab leau. 
Nous avons également ajouté, comme contrôle négatif, du PBS. 

Le test · s'est avéré fonct ionner parfaitement : la détection des 
positifs se fa isa i t dans les 5 min. qui suivaient le dépôt du tampon de 
révélat ion. Tous ces positifs correspondaient au serum P-BSA et la 
détect ion visuelle se réalisait sans ambiguité. 

Nous en avons conclu que le test EL ISA, conçu de cette façon, pouva it 
être employé pour la détection des Ac monoclonaux après fusion et nous 
avons poursuivi l'immunisation des souris à la P-BSA en vue de les ut i liser 
pour la fusion. 

11. ANTICORPS MONOCLONAUX 

Dans ce chap i tre, nous aborderons successivement la fusion et la 
caractérisation des anticorps monoclonaux obtenus. 

l l. 1. Fusion 

Lors de la fusion, 10 boîtes ont été ensemencées (ce qui correspond à 
960 puits ). Elles ont été exam inées régulièrement pour suivre l'évolut ion 
de la croissance des clones. 

11. 1. 1. examen de la croissance 

Dix jours après la mise en contact des splénocytes et du myélome, 
nous avons recensé, en moyenne, 159 clones par boîte. Alors que certains 
pui ts ne montra ient pas de cro issance, d'autres, par contre, contena ient 
plus de deux clones. 
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Le tableau ci-dessous reprend les observations réalisées. Les va leurs 
notées correspondent à des moyennes effectuées sur 5 boîtes. 

-puits ensemencés 
-clones présents 
- puits avec croissance 
-c lones par puits avec 

croissance 
-puits sans croissance 
-puits avec 1 clone 

2 clones 
>2 clones 

nombre/boîte 

96 
159 
82 
1,92 

14 
27* 
35* 
20* 

écart type (5) 

11 
1,51 
0, 12 

1,52 
3,27 
2,39 
5,43 

Les va leurs marquées d'une* correspondent respect ivement à 33, 43 
et 24 % du nombre de puits avec croissance. 

11. 1.2. criblage (screening) 

Les clones ont été testés pour leur production tota le 
d'immunoglobul ines selon un test ELISA sandw ich sur RAM (dont le 
protocole est décrit dans "Matériels et Méthodes") et pour leur product ion 
d'Ac anti-pect ine, su ivant le protocole décri t pour les polysera de sour is 
(2e colonne du tableau) p. 38 ), en remp lacant 50 µ 1 de po lyserum par 50 µ 1 
de surnageant de culture. 
Nous avons éga lement testé leur production d'Ac anti-BSA suivant le 
protoco1 e décrit pour les polysera de souris (Se colonne du tableau, p. 38). 
Sur les 159 clones testés, 58 se sont avéré être producteurs d'lg. 11 
d'entre eux produisaient des Ac anti-BSA et 10, des Ac anti-pectine. 

F1nalement, après le prem1 er cr1b lage et les deux subcl onages, nous 
avons su préserver 8 clones produ isant des Ac anti - pectine. Ces clones ont 
été congelés. 

2. 2. Caractér isation des Ac monoclonaux obtenus 

Nous avons choisi de trava ill er avec trois des 8 clones : les 2F 4, 1 c7 
et 7F7 et de les caractériser quant à leur isotypie, leur spécificité et leur 

ti t re . 
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11. 2.1. lsotyp1e 

La nature de la chaîne lourde des Ac ne donne aucune preuve directe 
concernant leur spécificité vis- à-vis d'un épitope. Certains auteurs 
déclarent cependant que des Ac d'isotypes différents sont plus 
probablement spécifiques d'épitopes différents que des Ac d'un même 
isotype [33). L'isotyple peut être, par contre, une première indication de 
monoc1ona1ité : si deux isotypes distincts sont présents dans un même 
puits, on ne peut qualifier cette préparation de monoclonale. 

Nous avons déterminé l'i sotypie de nos Ac par un test en sandwich 
décrit dans la partie "Matér iel et Méthode". 

Lorsque nous avons réalisé ce test , i l s'est avéré que le 2F 4 
produisait des I gG 1 et le 7F 7 des I gM. Le 1 c7, lui, avait deux isotypies : 

1 gG2b et I gM. 

Le subclonage a été refait pour ce clone par la technique des dilutions 
lim ites <voir Matériels et Méthodes). Les 6 sous- clones obtenus ont été 
testés sur pectine : 4 d'entre eux étaient positifs et producteurs d'lgM. 

Connaître l'i sotypie des Ac nous renseigne sur leur mode de 
puri f icat Ion et sur leurs possibi 1 i tés d'utilisation dans des tests 
i mmunocytoct~ i mi ques. 
Ainsi, l'lgG, peut être purifiée par la protéine A, celle-ci ayant une forte 
affinité pour la partie Fe des lgG. La protéine A, couplée à l'or colloïdal, 
est largement utilisée en rn icroscopie électron ique à transmission pour 
visualiser la fixation des lgG sur une préparation. 
Les lgM ne pouvant bénéficier de ce système, nous devrons avoi r recour'S à 
d'autres stratégies pour les purifier et les visua liser. 

11. 2.2. Spécificité 

Pour vérifier la spécificité des Ac monoclonaux que nous avons 
obtenus, il nous fallait les tester contre d'autres po lysaccriarides. 
Cependant, nous avons d'abord dû résoudre un autre problème : la faib le 
réponse des Ac monoclonaux vis -à-vis de la pectine dans le test ELISA 

En effet , lors du criblage et des tests ultérieurs, nous avons observé 
des réponses se situant autour de 0,05 unités d'absorbance, ce qui était 
très faible par rapport à ce que nous avions l'habitude d'observer. Une si 



1. Immobilisation de l'Ag: - poly-L- lysine hydrobromide ( PM 338.000, Sigma) 0 ,05 mg/ml 
en H2o distillée : 100 µl/puits d'une plaque de microtitration en 

2. Saturation : 

3. Dépôt du premier Ac : 

4. Premier Lavage: 

5. Dépôt du second Ac : 

6. Second lavage : 

7. Révélation : 

polystyrène à haute capacité d'adsorption ( Microwell Module F- 8 
lmmunoquality 160 PCS - Nunc). 
Incubation d' 1 h è température ambiante. 

- pectine ( 200 µg/m 1 en NaCl 1 S0 mM, pH 7 ,4 ). Dépôt 
100 Ill/puits. 

- CaC1 2 1 mM en NaCl 150 mM, pH 7 ,4 ( 50 Il llpuits) 

Incubation d'une nuit à 4°C. 

200 µ 1/puits de gélatine à 200 µg/m 1. 
Incubation de 2h à 37°C. 

50 µ 1 /puits de surnageant de cu Hure. 
Contrôles négatifs : PBS et RPM I. 
Incubation de 1 heure à 37°C. 

PBS-Tween 0, 1 % 

SAM peroxydase dilution S00 en PBS, 
50 µ!/puits. 
Incubation d' 1 h à 37°C. 

PBS- Tween 0, 1 % 

ABTS-H2o2 : 100 µ 1/puits 

Incubation de 15 min. à 37°C. 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



41 

faible absorbance ne permet pas de tester efficacement le caractère 
spécifique des Ac. Nous avons donc recherché les conditions permettant 
d'optimaliser la réponse des Ac dans le test ELISA 

Connaissant le comportement particulier des pectines en fonction de 
la composition ionique de leur environnement (voir Introduction), nous 
avons décidé d'agir sur ce paramètre à toutes les étapes de la réalisation 
du test ELISA Nous sommes finalement arrivés à un protocole nous 
donnant des résultats satisfaisants et reproductibles. 

Dans ce qui va suivre, nous allons décrire les principales étapes qui 
nous ont conduits à la mise au point du test. 
Ces étapes sont les suivantes : 

- effet de l'ajout de cac1 2 lors du dépôt de l'Ag 

- effet du TBS (Tris Buffered Saline) 
- effet de la teneur en cations monovalents des tampons 
- effet de la présence de monovalents lors du dépôt de l'Ag 
- réponse du 2F 4 en présence d'EDT A ou de Cac1 2 
- effet du rapport bivalents/monovalents 

Il 22 !.Effet de l'ajout de cac1.21ors du déoôt de l'Ap 

Le protocole suivi est présenté ci-contre (graphique 11) 

On constate (graphique 3, au verso) que l'ajout de ca2+ augmente de 
façon importante l'efficacité du test : la réponse de tous les clones en 
présence de ca2+ est au moins 5 fois supérieure à celle que l'on mesure en 
"absence" de calcium. 

La présence indispensable de ca2+ lors du test est à mettre en relation 
avec le modèle d'association intermoléculaire de la pectine par ions 
bivalents (egg-box) proposé par Rees et ses collaborateurs pour expliquer 
la sélectivité des pectines pour les ions ca2+ (introduction, page 5). 
Dans cette perspective, l'épitope reconnu par nos anticorps devrait être 
conformationnel plutôt que séquentiel. 

Si la présence de Cac1 2 a donc un effet positif, le phosphate du 

tampon de lavage (PBS) précipite en présence de calcium. Nous avons ainsi 
choisi de travailler avec le tampon TBS (Tris Buff ered Saline), composé de 
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20 mM Tris et 500 mM NaCl à pH 7,4. Notre premiére démarche a été de 
vérifier la réponse du test ELISA en présence de ce tampon TBS. 

Il 222 Effet du tampon 185. 
Le protocole suivi est identique au précédent, excepté que le PBS y 

est remplacé par du TBS. 

Nous constatons une fois de plus l' importance du ca2+ pour~ la réponse 
du test, du moins en ce qui concerne les clones 1 c7 et 7F7 (graphique 4). 

Quant au 2F 4, avec ou sans ca2+, sa réponse est pratiquement nul le en 

présence de TBS. Ce phénomène n'a pas été observé en PBS. 

Cette différence de comportement du 2F 4 en TBS ne se marque pas 

seulement au niveau des moyennes (effectuées sur 4 valeurs) mais aussi 
dans la variabilité des mesures : en présence de cac12, les clones 7F7 et 

1 c7 montrent une variabilité de ± 10% alors que celle-ci atteint ± 40% 

chez le 2F 4 Cet ordre de grandeur est identique pour les tro1s clones 

testés sans aJout de cac1 2 dans les puits lors du dépôt de la pectine 

On peut expliquer l'absence de réaction des Ac 2F 4 par la forte 

concentration en cations monovalents (520 mM) du TBS qui, au cours des 
lavages, ne peut que dép lacer progressivement par échange ionique les 
cations ca2+ qui stabilisent l'association intermoléculaire entre chaînes 
pectiques. Progressivement désaturées en ca2+, les chaînes pectiques 
seraient de moins en moins capables de conserver une conformation en 
egg-box, faisant ainsi disparaître l'épi tope conf ormationne l. La stabilité 
de la liaison Ag-anticorps deviendrait ainsi de plus en plus faible, 
entraînant finalement la dissociation de l'Ac et son élimination lors des 
lavages. 

Les 1 c7 et 7F7, quant à eux, ne semblent pas aussi fortement affectés 

par le changement de tampon, bien que la présence de ca2+ avec l'Ag soit 
nécessaire pour augmenter la réponse de ces deux clones, ce qui est 
toujours l'indication d'un épitope conformationnel. En fait, les 1 O sites de 
reconnaissance Ag-Ac des lgM produites par ces clones permettent -
peut-être de ma1nten1r plus longtemps l'assoc iation entre chaînes 
pectiques, même lorsque le ca2+ est progressivement déplacé et les 
épi topes peu à peu perdus. 



1. lmmobilisationdel'Ag : -PLL : 0,05 mg/ml en H2o désionisée,100 µl/puits, incubation 

d'une heure à température ambiante 

2. Saturation : 

-Pectine : 200 µg/m 1 en H20 dés ion., 1 00 µ 1 /puits 

-CaCl2 : 1 mM en NaCl 150 mM 

50 µ1/puits 

- Incubation d'une nuit à 4°C 

-Gélatine 200 µg/m 1 en H2o dés ion. 200 µ 1/puits. 

-Incubation de 2 h à 37°C 

3. Dépôt du premier Ac: -Surnageants de culture non dilués 
50 µ 1 /puits. 

4. Lavages : 

5. Dépôt du second Ac : 

6. Lavages : 

7. Révélation : 

Témoin= tampon de lavage. 

-1 ncubat ion d'une heure à 37°C 

-1 ls ont été réalisés avec 4 tampons différents sur les modules 
provisoirement détachés d'une même microplaque. 

-F( ab) anti-lgG de souris couplé à la peroxydase ( B iosys). 
50 µ1/puits 

-Incubation d'une heure à 37°C 

-Réalisés comme ci-dessus. 

ABTS-H2o2 , incubation de 15 min. à 37°C. 
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L'lgG 1 du clone 2F 4, avec ses deux seules régions variables, serait 

e 1 le, incapable de malntenir cette assoclat ion entre chaînes pectiques lors 
d'un rinçage et/ou d'une incubation dans une solution d'Ac dépourvue de 
CaC1 2. 

Comme nous avons attr ibué la fa ible réponse du 2F 4 à la teneur élevée 

en rnonova lents du TBS, nous avons entrepr-1s de vér i f ier cette hypoU'lèse 
en utilisant dif férents tampons de différentes concentrations en cations 
monovalents. 

Il 2 23.Effet de la teneur en cat/ons monovalents dans les tampons 

Le protocole suivi est présenté ci - contre. 

Les tampons testés sont : 

-Tr-is 20 mM pH 7,4 + Tween 0, 1 %. 

-PBS : Na2HP04-2H20 1,44 g/1 

KH2P04 0,2 g/1 

KCl 0,2 g/l 
NaCl 8,0 g/l 
pH 7,4 - Tween 0, 1 % 

-Tris 20 mM + NaCl 200 mM 
pH 7,4 - Tween 0, 1 % 

-NaCl 500 mM 
pH 7,4 - Tween 0, 1 % 

Nous pouvons observer, pour tous les clones, une réponse qui diminue 
en fonction de la teneur en monovalents des tampons (graphique 5). El le est 
optimale en Tris 20 mM. Si cette diminution est graduelle pour les clones 
1c7 et 7F7, elle est par contre beaucoup plus prononcée pour le 2F 4 lors du 

passage du Trls (20 mM monovalents) au PB5 ( 150 mM monovalents). 

Ces observations confirment bien ce qui a déjà été dit précédement. 
En effet, une faible concentration en cations monovalents déplacera moins 
rapidement et molns complètement les cations ca2+ associés aux chaînes 
pectiques, permettant aux dimères d'egg-box, thermodynamiquement plus 
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stables, de subsister après disparition des tétramères, hexamères, 
octamères ... 

Se Ion Morris et ses collaborateurs (Morris et a 1. 1982), 20 mM de 
ce1 t1ons monove,Jents et 1 m~'l de ce12+ i:iourn1it même permettr-·e l>.::J 

coexistance de dimères et de multimères pectiques. 

Afin de vér1fier sI nos Ac ne pouvaient pas reconnaître des 
multimères pectiques, nous avons, dans l'expérience suivante, déposé l'Ag 
pectique soit dans une solution de cac1 2 1 mM pure qui induit la formation 

d'egg-boxes multimériques, soit dans une solution CaCl? 1 mM + NaCl 150 
L. 

mM qui ne doit laisser subsister que des dimères. Suivant le graphique de 
Morris et al. (figure 9, introduction), ces concentrat ions en cat ions 
utilisées ne permettra ient en effet qu'une saturation de 50% des charges 
du polymère galacturonique en cations ca2+, ce qui correspondrait à la 
for mat ion de dimères pectiques. 

Il 224. Influence de la présence de monovalents lors du déodt de 1:4.p 

Le protocole suivi est présenté au verso de cette page. 

SCHEMA DE DISPERSION 

SAM peroxydase 
en Tris 20 mM 

CaCl 2 1 mN en H20 désion. CaCl 2 1 mN + NaCl 150 mN 
pH 7 ,4 par Na0H, pH 7 ,4 par Na0H, 
50 ul /puits 50 ul /puits 

Nous pouvons constater l'influence positive du Na+ en mélange avec le 
ca2+ sur la réponse des trois clones Cqraphlque N°61 verso). 
L'épitope conformationnel devrait donc être 1 dans ces conditions 
expérimentales, un dimère de chaînes pectiques associées 
coopérativement par des 10ns ca2+_ Seules les charges latérales des 
dimères seraient compensées par des cat ions Na+ (Figure 81 introduction). 



1. lmmob111sat1on œ l'Ag : -PLL : 0,05 mg/ml en H2o ~1on., 100 ul/pu1ts. 

-Pectine: 200 µg/m 1 en H2o dés ion., 100 µ 1/puits. 

-cacl2 : déposé suivant le schéma 

-Incubation d'une nuit à 4•c. 

2. Saturation : -Gélatine 200 µg/m 1 en H20 œsion. 200 µ 1/puits. 

-1 ncubaton de 2 h à 37°C. 

3. Dépôt du premier Ac : -surnageants purs 

-contrôles ( - ) : Tris 20 mM. 

-Incubation d' 1 h è 37°C. 

4. Lavages : -Tris 20 mM + 0, 1 i Tween. 

5. Dépôt du second Ac : -SAM peroxydase diluée 500 fois en Tris 20 mM, 50 µ l/puits. 

Dépôt suivant le schéma. 

-1 ncubation d'üne heure à 37°C. 

6. Lavages : -Idem précédemment. 

7. Révélation : -ABTS-H2o2, 15 min. à 37°C 
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S1 cette hypott,èse s'avérait exacte, enlever le ca2+ de la pect1ne par 
un traitement à l'EDT A devrait empêcher toute reconna1ssance de l'Ag 
pectlque par l'Ac lgG 1 (2F 4). Nous avons ct,oisi de travailler avec cet Ac 

car i 1 s·est touj ours montré plus sensible aux conditions ioniques du 
mi 1 ieu : si l'EDT A avait bien un effet négatif sur la réponse, c'est avec cet 
anticorps que nous avions le plus de ct,ances de l'observer. 

Nous avons donc réalisé deux tests : l'un où nous avons ajouté du 
CaCl?-NaCl à chaque étape de réalisation de l'EL ISA, (maintien du rapport 

L. 

bivalents / monovalents) ; l'autre où nous avons ajouté de l'EDT A aux 
mêmes étapes. 

Il 225R&oons& du 2F_gt317 pr&St317Ct3 d 'EOTA ou d& CaC/2 , 

PROTOCOLE 

Le protocole de base est ce lui utilisé dans l'expérience précédente. 

Les modifications apportées sont résumées dans le tableau suivant. 

:s:: lmmobilisition dt l' Ag Situr~ion Défiôt œ Premier Dépôt du S.Cond Ré.,-élation Âbsorb 
preparau;in 01pDt premier Ac lavage mondM lavige lue 

:r ptctin• peictine 

1 I I I I I I I I 0,1 9 

2 ea2+ I I I I I I I 0,39 

3 + ce2+ +EDTA +EDTA +EDTA +EDTA +EDTA +EDTA +EOTA 0,00 

4 + ceZ+ + ca2+ + ea2+ + ca2+ + ca2+ + eaz+ + eaz+ + eaz+ 2,0 

Ouantltés respectives d'EDTA et de Cac1 2 ajoutees 
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-EDT A sel di sodique d1hydr·ate O-·lerck) : 

• ajout en quant i tés équimolaires dans les 
puits : 1 0 µ l EDT A 2,5 mM amené à pH 7,4 avec 
NaOH. 

• lavages: ajout de 0, 1 mM EDT A. 

• dans la gélatine : Cac1 2 1 mN + NaCl 150 mN 

< 100 µl/puits). 

• dans le premier Ac : 5 µ l Cac1 2 10 mN/puits. 

• dans les lavages et incubation du second Ac : 
aj out de Cac1 2 1 mN et de NaCl 130 mN au Tris 

20 mN. 

• dans le tampon de révélation : 5 µl de Cac12 
1 0 mN/puits. 

Nous pouvons observer que lorsque nous ajoutons du CaC1 2-NaCl à 

toutes les étapes du test, la réponse atteint 2,0 unités d'absorbance contre 
0,0 pour l'EDT A, comme nous nous y attendions (graph ique 7). 

Dans une situation intermédiaire, où le CAC1 2 / NaCl est ajouté lors 

du dépôt d'Ag, mais en absence tant d'EDT A que de Cac1 2 suplémentaire, la 

réponse est intermédiaire : l'échange ion ique causé par les cations 
monovalents des tampons est bien visible. 

La réponse, fa1ble mais signif1cat ive, des clones en l'absence d'ions 
cac12 / NaCl peut s·exp li quer par une contamination probab le par les ions 

ca2
+ des pu i ts voisins lors des lavages. 

Un test ident1que a été fa1t dans les mémes conditions avec les deux 
autres clones. 

Le graphique 8 confirme bien ce qui a été dit pour le test précédent : 
aucun des clones ne répond en présence d'EDT A, alors que l'on observe bien 
une réponse en présence de cac1 2 / NaCl. 
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Cette réponse nulle des deux lgM (1C7 et 7F7) en EDTA renforce les 

hypothèses de leur rôle stabil isateur de l'assemblage en egg-box et de leur 
reconnaissance d'un épitope conformationnel. En effet, si une perte 
progressive mais incomplète d'ions ca2

+ sous l'action de cations 
monovalents permet encore à ces Ac de rester fixés et de stabiliser la 
structure en profitant de leur "plurivalence", une perte totale de calcium 
sous l'action de l'EDTA entraîne une disparition complète des épitopes 
conformationnels et l'élimination des Ac lors des lavages. 

Il faut également noter la variabilité très élevée (> 40%) des 
résultats obtenus pour les témoins recevant du CaCl,, uniquement dans 

.t.. 

l'Ag, ce qui permettrait vraisemblablement d'expliquer la réponse 
particulièrement élevée du témoin 7F7-

En conclusion, pour favoriser une reconnaissance optimale des 
épitopes pectiques par nos Ac, nous avons maintenu du calcium dans une 
solution de cations monovalents à toutes les étapes du test. 

Par la su ite, nous avons entrepris d'établir le rapport Cac1 2 / NaCl 

optimal. 

Il 22 6 Effet du raooort b/val&nts/monovalents 

')+ + Pour étudier des gammes extrêmes de rapports Ca ... /Na , nous avons 
procédé en deux étapes : 

-d'une part, tout en maintenant la concentration en cac1 2 à 1 mN, nous 

avons fait varier la concentration en NaCl de O à 512 mN. Ceci nous 
permettait d'obtenir des rapports cac1 2 / NaCl de plus en plus faib les. 

-d'autre part, nous avons agi en sens inverse : nous avons fait varier 
la concentration en Cac1 2 de O à 1 mN pour une concentration constante 

en NaCl de 130 mN. Nous avons ainsi obtenu des rapports cac1 2 / NaCl 

de plus en plus élevés. 

Ces rapports bivalents/monovalents ont été maintenus tout au long du 
test ELISA Nous avons cependant tamponné les solutions de rinçage et le 
mili eu d'incubat ion des Ac secondaires par adjonction de Tris 20 mM. 
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PROTOCOLE. 

Les protocoles utilisés dans ces deux expériences sont similaires à 
celui décrit dans le test précédent. Les teneurs en NaCl et cac12 utilisées 

dans ce test étant les su ivantes : 

% en Na Cl vari ab 1 e 

QUANTITE DE CaCl 2 QUANTITE NaCl RAPPORT 
(mN) (mN) 

1 0 
1 2 s.10- 1 

1 4 2,s.10- 1 

1 ô 1,3.10- 1 

1 16 6,3.1 o-2 

1 32 -2 3,1.10 
1 64 -2 1,6.10 
1 128 7,8.10-3 

1 256 -3 3,9.10 
1 512 1,9.10-3 

% en CaC12 variable 

QUANTITE CaCl 2 QUANTITE N8Cl RAPPORT 
(mN) (mN) 

0 130 0 
0,05 130 3,8.1 o-4 

0, 1 130 7,7.10-4 

0,5 130 3,8.10-3 

1 130 7,7.10-3 
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Lorsque 1'on fait varier la concentration en NaCl, on observe une 
réponse élevée jusqu'à un rapport de 7,8.1 o-3 qui correspond à 1 mN 
cac1 21 128 mN NaCl (graph ique n°9). 

Si, par contre, on fait varier la concentration en cac1 2, la réponse 

maxi male est atte inte à un rapport de 3,8.1 o-3 (0,5 mN Cac1 2 / 130 mN 

NaCD. 

Dans l'un et l'autre cas, ces deux valeurs correspondent à des teneurs 
minimales en calcium au-delà desquelles la réponse chute brusquement. 
Cette di fférence de valeur limite est sans doute dûe au fait que les tests 
n·ont pas été effectués sur la même plaque. S'il n'y a pas coïncidence entre 
les deux graphiques, on peut néanmoins en conclure que le rapport cac1 2 / 

NaCl que nous avons utilisé ( 1/150 = 6,6.10-3), correspond à des 
conditions optimales. Par contre, si la concentration en NaCl atteint 500 
mN (ce qui est le cas des tampons TBS), la réponse est pratiquement nul le. 

Dans tous les tests présentés jusqu'à présent, les lavages éta ient 
réa li sés manue ll ement, ce qui renda i t toujours possible une contamination 
de puits à puits (ce que nous pouvions vérifier par l'apparitlon de faux 
positifs dans les contrôles). La variabilité induite éta i t parfo is élevée, 
dépassant 20%, ce qui rendait les tests difficiles à interpréter. 

Pour résoudre ce problème, nous avons utilisé un laveur à ELISA 
(Nunc). Ce système, par un lavage individuel des puits, élimine les 
contaminations et assure un lavage homogène d'une même boîte. Le 
coefficient de var iation de nos mesures, est imé sur 4 valeurs, est passé 
sous les 1 0%. 

Ceci termine la partie concernant la mise au point du test. Ce test 
nécessite le maintien d'un rapport cac1 2 / NaCl de 1 / 130 (6,6.1 o-3) à 

toutes les étapes de sa réalisation,le milieu tampon des lavages contenant 
du Tris 20 mM. L'utilisation d'un laveur nous permet de réduire la 
variabilité des mesures. 
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PROTOCOLE FINAL 

1. 1 mmobl l isation de 1'Ag 

- Plaque de microtitration en polystyrène à haute capacité 
d'adsorption (Microwell Module F-8 lmmunoquality 160 PCS, 
Nunc) 

- PLL (PM 338.000) : 0,05 mg/ml, 100 µ 1/puits. 
1 ncubat ion d' 1 h à température ambiante. 

- Pectine : 200 µg/ml, 100 µ!/puits. Incubation d'une nuit à 4°C. 

- Solution ionique : cac1 2 1 mN + NaCl 150 mN, 50 ~tl/puits. 

2. Saturation 

- Gélatine 200 µg/ml en CaCl 2 1 mN + NaCl 150 mN 

Incubation de 2 h à 37°C. 

3. Dépôt du premier Ac 

- Pur ou dilué en Tris 20 mN + NaCl 130 mN + CaCh 1 mN. 
L 

50µ1/pul ts.lncubation d'une heure à 37°C. 

4. Lavages 

- Effectués dans le tampon ci-dessus + 0, 1 % Tween 20. 

S. Dépôt du second Ac 

- SAM peroxydase à une di lut ion de 500 fois en tampon 
Tris-Ca-Na 50 µ 1/puits. l ncubat ion d'une heure à 37°C. 

6. Lavages 

- Idem ci-dessus. 

7. Révélation 



1,0 

0,8 -

Q) 

g 0,6 -
«J 
.Q ,._ 
i 0,4-
<3: 

0 ,2 -

• 2F4 
[l . 1C7 
~ 7F7 

0,0 ----.--......-......-....--......--.--.......... ~ ......... ....,__----....,........, 

Graphique 1 O : 

1 3 4 5 6 7 8 12 Sat I ns Sil AcG 

Echantillons 

Réponse des tro is clones sur les 
o li gosacchari des adsorbés. 

1 
1 

1 

1 
! 

1 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 



i 
page Remerciements, 

3ème ligne, 
8ème ligne, 

page 5, 22ème ligne, 

page 6, 28ème ligne, 

page 8, 27ème ligne, 
page 9, 8ème ligne, 

ERRATA 

lire donnés à la place de donné 
lire entretien à la place d'entretient 
lire plus stables que le polygalacturonate à la 
place de plus stables le polygalacturonate 
lire coude pectique à la place de cadre 
pectique 
lire transportées à la place de transportée 
lire liaisons différentes à la place de liaisons 
différents 
lire polyclonal à la place de polyclonnal 
lire AG P à la place de APG 

page 16, 25ème ligne, 
page 17, 2ème ligne, 

8ème ligne, lire ont amené le laboratoire à la place de 
ont amenés le laboratoire 

page 21 , 6ème ligne, lire empêché à la place de empêchée 
12ème ligne, lire myélome à la place de myelome 
14ème ligne, lire myélome à la place de myelome 

page 24, 20ème ligne, lire macropuits à la place de monopuits 
page 35 (verso) , 9ème ligne, lire ci-contre à la place de ci-dessus 
page 37, 17ème ligne, lire graphiques correspondants à la place de 

page 37 (verso), 

page 40, 1 0ème ligne, 

page 41, 19ème ligne, 
page 43, 27ème ligne, 
page 44, 4ème ligne, 

graphiques correspondant 
lire graphique B dans la première colonne et 
graphique A dans la deuxième colonne 
lire "Matériels et Méthodes" à la place de 
"Matériel et Méthode" 
supprimer graphique 11 
lire précédemment à la place de précédement 
lire pourraient même permettre à la place de 
pourrait même .. . 

(verso), 6ème ligne, lire incubation à la place de incubaton 
page 46, 17ème ligne, lire CaCl2 à la place de CACl2 

page 51, 12ème ligne, lire figure 16 présentée à la fin de cet errata 

à la place de figure 
27ème ligne, lire OP inférieurs à la place de OP inférieures 

page 52, 5ème ligne, lire~- élimination à la place de 

7ème ligne, 
9ème ligne, 
28ème ligne, 

page 53 , 12ème ligne, 

~-élimonation 
lire les C4 et CS à la place de C3 et C4 
lire pourrait au lieu de pourait 
lire les ol igosaccharides à la place des 
oligosacharides 
lire mis en présence à la place de mises en ... 



page 54, 11 ème ligne, lire acide homopolygalacturonique à la place 
d'acide homopolygalacturoniques 

page 57, 1 Oème ligne , lire modification à la place de modificaton 
12ème ligne, lire conditions à la place de conditons 

H20 +~H H 
OH H 

H 

action des polyoelecturoneses 

ectton des !vases 

Fig. 16 : MODE D'ACTION DES ENZ'YMES PECTOL Y TIQUES ( Vvt~ (>oSt. SO) 



1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
1 
1 
1 

51 

111. EVALUATI ON DES ANTICORPS MONOCLONAUX OBTENUS 

111. 1. Réponse des trois clones sur oligosaccharides adsorbés. 

Le test étant optimalisé, nous avons testé la spécificité des Ac 
vis-à-vis de différents fragments pectiques dont : 

( 1) des oligosaccharides pectiques de faibles degrés de 
polymérisation CDP) : 3-4-5-6-7-8-12. 

(2) un hydrolysat dit "saturé" de pectine de citron (Sigma, ac ide 
homopolygalacturonique), obtenu par hydrolyse via une 
endopo lyga l acturonase . 

(3) un hydrolysat dit "insaturé" de la pectine Sigma, obtenu sous 
l'action d'une endopectate lyase. (L'action de ces deux enzymes 
est représentée sur la figure ) 

(4) une pectine native, extraite du surnageant de culture en 
suspension de cellules de Silene alba (Mi1ler) E. H. L. f<rause 
(compagnon blanc). 

Tous ces échantillons nous ont été aimablement fournis par et testés avec 
B. Priem, de l'Equipe des Polysaccharides Pariétaux des Végétaux de 
l 'Université de Lille (France). 

Le protocole suivi est celui du test optimalisé. Les échantillons ont subi le 
même mode de préparation et de dépôt que la pectine. La pectine Sigma 
(ac ide homopolygalacturonique) à été utilisée comme contrôle, ainsi que le 
monomère d'acide galacturonique (Aldrich). 

La réponse des trois clones sur la pectine de silène est pratiquement 
identique à celle de l 'acide ga lacturonique témoin (graphique 10). 

Sur l'hydrolysat saturé, les trois Ac répondent plus faiblement, alors 
que l 'on n'observe aucune réponse vis - à-vis de l 'hydrolysat insaturé et des 
DP inférieures à 8. Deux clones répondent cependant sur le DP 12. 

La reconnaissance de la pectine native par les Ac est intéressante, 
car elle se fa it malgré la présence de chaînes latéra les composées de 
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sucres neutres. 

Ne disposant que d'informations fragmentaires concernant le mode 
d'obtention des hydro lysats, nous ne pouvons tenter d'expliquer les 
différences de résultats obtenus entre ceux-ci que de la façon suivante : la 
digestion à l'endo-pectate lyase libérerait par 13 -é limonation des 
fragments pectiques incapables de former une egg-box. En effet, une 
double liaison apparaît entre les C3 et C4 d'un des deux monomères se 
trouvant à l'endroit de coupure de la chaîne pectique par l'enzyme. Cette 
double liaison pourait changer la configuration des fragments pectiques et . ' 

donc empêcher l 'association en dimères. 

Ce phénomène se conçoit aisément dans le cas de petits fragments. 
Comme nous l'avons déjà signalé, nous ne connaissons malheureusement 
que peu de choses sur la composition de ces hydrolysats pour pouvoir 
approfondir davan tage l'interprétation de nos résultats. 

L'absence de réponse dans les autres cas, pouvait signifier deux 
choses : soit l'Ac ne reconnaissait pas ces fragments parce qu'ils étaient 
trop petits pour s'associer en dimères suivant le processus coopératif 
(voir introduction), soit ces oligosaccharides n'étaient pas retenus par la 
po ly-L -lysine. 

Pour pouvoir trancher, nous avons mis au point un test d'inhibition : 
par cette méthode, nous é I iminions le prob !ème de la fixation des 
o 1 igosacchar ides sur la PLL. 

Ill. 2.Test d'inhibition par des oligosaccharides 

111. 2. 1. PRINCIPE 

Les Ac sont incubés avec une solution des différents échantillons 
testés. L'excès d'Ac non associé à un fragm ent pectique est mesuré par sa 
réact ion avec la pectine immobilisée sur la phase solide. 
La réponse est élevée lorsque l' Ac ne s·est pas fixé sur les oligosacharides 
libres, mais bien sur la pectine. 

Nous avons dû préalablement déterminer la fin du plat eau de di lut ion 
des Ac pour connaître la dilution à laquelle nous avions le plus de chance 
d'observer une inhibition. 

111 . 2.2. Détermination du plateau de dilution des Ac. 
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Ce test a été réalisé sur boîte de pectine séchée : après les deux 
heures de satur,ation à la gélatine, celle- ci est évacuée et la plaque est 
la1ssée à 37°C pendant 2 h. Les conditions du test ont été décrites p. 50. 
Les surnageant ont été dilués : O, 2, 4, .. . 128 fois (graphique 11 ). 

On peut constater que la fin du plateau se situe pour la di lut ion 1 /2 
dans le cas du 1 c7, l / 4 pour le 7F7 et l /8 pour le 2F 4 

Notons au passage que le test, réalisable sur pectine sêchée, nous 
permettra, à l'avenir, de préparer plusieurs plaques de microtitration et de 
les stocker. Cela diminuera la contrainte expérimentale qui exigeait la 
préparation de la boîte la veille de son utilisation. 

111. 2.3. Préparaton des solutions d'inhibition. 

Les quant i tés d'Ac et d'oligosaccharides mises en présence sont 
reprises dans le tableau suivant. 

surnageant (.ul) échantillon (ml) ions (.ul) dépôt (.ul /puits) 

1C7 500 1 500 200 

7f7 250 1 500 175 

2f4 125 1 500 163 

Ces mélanges ont d'abord été incubés 1 h à 37°C puis 1 h à 4°C. 
En parallèle, une boîte ELISA a été préparée suivant le protocole optimal 
(décrit page 50). Après les deux heures de saturation en gélatine, les 
mélanges ont été ajoutés suivant les quantités reprises ci -dessus. Le 
reste des opérations a été effectué suivant le protocole optimal. 

111. 2.4. Taux d'inhibition des oligo- et polysaccharides. 
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Rappe Ions, avant de décrire les résultats obtenus, que des va leurs 
d'absorbance faibles correspondent, dans ce test, à la fixation des 
anticorps sur le fragment pectique testé. Les immunoglobulines sont dans 
ce cas moins disponibles pour réagir avec la pectine fixée dans les puits 
(graphique 1 2} 

On constate que la pectine de silène et l'acide polygalacturonique ont 
un effet inhibiteur très prononcé. 

L'hydro lysat î nsaturé (digest ion à l'endopectate- lyase) n· est pas 
reconnu par les Ac alors que le saturé (digestion à 
l'endopolyga lacturonase) montre un effet inhibiteur important. 

Les DP d'acide homopolygalacturoniques compris entre 1 et 6 
n'inhibent pas la fixation des Ac sur la pectine, tandis que les OP 7, 8 et 
12 montrent une inhibition qui progresse parai lèlement au degré de 
polymérisation 

Si ce que nous avons observé dans ce test pour la pectine de silène, 
l'acide polyga lacturonique et les 2 hydrolysats correspond bien aux 
résultats fourn is par le test précédent, il n'en va pas de même pour les 
o li gosacchar ides. 

En effet, nous n'avons constaté aucune réponse sur les fragments de 
DP l à 8 alors que le test d'inhibition montre une reconna issance des DP 7 
et 8 par les trois Ac. De plus, seules les deux lgM produites par les clones 
1c7 et 7F7 ont montré une faible réponse sur le DP 12 immobilisé, alors 

que par inhibition on constate une fixation importante de lïgG 1 produite 

par le clone 2F 4 sur cet oligosaccharide. 

Ces contradictions entre les deux tests sont cependant explicables. Si 
lïgG 1 reconnait bien le DP 12 en solution, elle devrait également le 

reconnaître sous sa forme immobilisée (comme le font les I gM). Comme ce 
n'est pas le cas, on peut soupçonner l'effet de l'immobilisation de 
l'oligosaccharide : une partie de la chaîne do it servir à la fixation sur la 
PLL, la partie "libre" résiduelle étant alors trop petite pour permettre une 
association coopérat ive entre les chaînes. L' 1 gG 1, moins stabilisatrice de 

la conformation, ne serait pas capable dans ces conditions de reconnaître 
l'o l igosaccharide. 
Donc, l'absence de réponse dans le premier test, pour les DP < 12 ne serait 
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pas due, à une absence de fixation des oligosaccharides sur la PLL, mais 
plutôt à l'impossibilité pour ces tout petits fragments immobilisés, 
d'adopter une structure secondaire susceptib le d'être reconnue. 

L'effet inhibiteur des oligosaccharides en solution se marque en effet 
à partir de DP 7 ou 8 : ceci correspondrait à la longueur minimale 
nécessaire des cha înes pectiques pour qu'il y ait dimérisation coopérat ive 
(dans les conditions ioniques utilisées : cac1 2 1 mN et NaCl 150 mN). 

Morris et ses collaborateurs C 1982), sur base d'études statistiques, ont 
proposé une valeur minimale de 14 résidus d'acide galacturonique pour 
qu'il y ait assoc iation coopérative, alors que Kohn (1975) ava i t déduit la 
nécessité d'un DP de 11. 
Cependant on constate que les valeurs qu'il porte en graphique ne 
correspondent pas aux va leurs numériques publiées ultérieurement (Kohn 
et L. 1977). Par ail leurs, les DP compris entre 5 et 1 O n'ont pas été 
étudiés. Rien n'exclurait, dès lors, que le DP minimal requis pour une 
association de chaînes oligogalacturoniques en dimères, soit infér ieur à 
11. 

Si nous acceptons que les Ac décrits dans notre travail reconnaissent 
effectivement des dimères, nous devons, au vu de nos résultats, envisager 
leur formation par des chaînes de DP minimaux de 7 ou 8. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

La pauvreté en sondes spécifiques disponibles pour l'étude des 
polysaccharides végétaux nous a condu i t à tenter la production d'anticorps 
monoclonaux contre l'un d'entre eux l'acide pect1que 
(oc.-1,4-homopo lyga l acturonique ). 

La mise au point d'un test ELISA, favorisant une réponse opt imale 
des ant icorps de 3 clones étudiés, a été réalisée en modifiant les 
conditions ioniques des solutions utilisées. En maintenant, à toutes les 
étapes du test, un rapport CaC1 2/NaCl de 1 mN pour 150 mN, nous avons 

favorisé une réponse élevée des Ac et plus pa ticulièrement de 1ïgG 1 
(2F 4). Les deux lgM ( 1 c7 et 7F7) se sont toujours montrées beaucoup moins 

sens ibles aux variations des cond iti ons ioniques. Ce rapport 
biva lent/monovalent favorise l'association coopérative des chaînes 
pect iques en dimères. C'est cette associat ion supramo.écu aire qu i semb e 
être reconnue par nos Ac : l'épitope impliqué sera it donc conformat tonnel. 

Par un test d'inhibition, nous avons étud ié la spéc ificité des Ac 
vis-à-vis d'o 1 igosaccharides de di fférents degrés de po lymérisat ion et 
d'une pectine nat ive de sil ène. Cette pectine est bien reconnue, de même 
que les oligomères à partir d'un DP de 7 ou 8. Cette taille correspondrait 
probablement à la longueur minimale requise pour former une associat ion 
en dimères. 

Malgré le nombre restreint de tests effectués pour éva er cette 
spécificité, la sensibilité des Ac aux conditions ioniques et leur 
reconnaissance de fragments pectiques à partir d'un DP minimal no s 
permettent de penser que ces Ac sont très spéc i fiques de la pect ine en 
"egg box". 

Pour pouvo ir l'affirmer avec plus de certitude, nous devrions les 
tester contre d'autres polysacchari des, comme par exempl e des polymères 
de sucres neu tres. Mais il faudrait, bien sûr, tester ces ant icorps contre 
des alginates, qui présentent une structure et des proprié tés 
physicoch imiques très proches de la pectine. 
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Le type de test ELISA (à Ag immobilisé) que nous avons uti lisé 
jusqu'à présent, n·est pas recommandé pour l'obtention de résultats 
quantitatifs Pour obtenir une mesure correcte et précise, nous devrons 
nous tourner vers les tests ELISA de type "sandwich". Mis au point, ce test 
pourrait s·avérer fort intéressant pour doser de faibles quantités de 
pectine dans un mélange de po lysaccharides. 

Des cations bivalents autres que le calcium sont capables de 
provoquer la dimérisation des chaînes pectiques. Remplacer le ca2+ par 
ces ions dans les solutions utilisées pour l'ELISA entra înera i t 
vraisemblablement une modificaton de la taille et/ou de la forme de 
l'épitope par compaction ou éloignement des chaines. 11 sera it donc 
également intéressant de voir si, dans de telles conditons, une 
reconnaissance par l'Ac est toujours possible. 

Nous avons testé les 3 anticorps par immunof luorescence sur des 
parois de N1tella llex/!1s qui contiennent des quant ités importantes 
d'acide homopo lyga lacturonique. Les anticorps reconnaissent apparemment 
la pectine 117 situ . 1 ls pourront sans doute être ut il isès dans des 
marquages immunocytoch ·m1ques. Enf in, leur ut l isat ion dans la 
réa l1 sat1on de co lonnes d'aff ini té est également env isagée. 
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