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I'acide &~ 1,4-homopolygalacturonique (pectine).
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Resume
Nous avons produit 3 hybridomes qui secrétent 1'un des anticorps de type g G, (clone
2F4), les 2 autres des Ig M (clone 1C; et 7F,). Ces anticorps monoclonaux (Ac. Me.)

reconnaissent 1'acide homopolygalacturonique (pectine) dans un test ELISA & antigéne
immobilisé. |1s requierent cependant un rapport de concentration en cations bivalents /
monovalents de 1 mN pour 150 mN en sclution. Ce rapport bivalents / monovalents favorise
'association coopérative des chaines pectiques en diméres, et c'est cette association
supramoléculaire qul semble étre reconnue par nos anticorps. L'épitope impliqué serait donc
conformationnel. Les oligomeéres pectiques testés ne sont reconnus qu'a partir d'un degreé de
polymeérisation de 7 ou 8. Cette taille correspondrait probablement & la longueur minimale
requise pour former une association en dimeres. Les 3 anticorps étudies reconnaissent des

séquences homopolygalacturoniques dans une pectine native branchée et contenant des blocs de
sucres neutres
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INTRODUCTION

Des structures riches en sucres se retrouvent chez la plupart des
cellules vivantes, a la face externe de la membrane plasmique. Ces
structures varient fortement suivant que 1'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 réles des parois cellulaires végétales sont multiples :

(a) elles déterminent la taille et la forme des cellules
végétales et donc des tissus [1]

(b) elles protégent lorganisme contre la deshydratation et
les chocs osmotiques (2]

(c) elles représentent une  barriere  physigue  aux
microorganismes et autres agents nuisibles [1]

(d) elles constitueraient egalement un nouvel échelon de
régulation hormonale du végétal (3],

. 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 dépot.

La paroi primaire est une structure mécanique dynamique qui entoure
la cellule pendant sa phase de croissance. Les microfibrilles de cellulose
occupent 20 a 30% de son volume. Elles sont noyées dans une matrice
amorphe composée de glycoprotéines ( 10% du volume ) et de
polysaccharides tels les hémicelluloses et les pectines dont les
structures complexes ne sont pas encore compléetement définies a I'heure
actuelle. [3]
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Figure 1. Structure possible d' un xyloglucane.
(McNeil et a/ 1984)
Gal
b
cal Xy l;l
Y ¥ 1
-Ara Ara Ara Ar.
L f f 1 f i f l‘f
b 4-n-13| s, - «n—dl | 1N - C-D-x;l | IS — c.n.xu’n L,

Figure 2 : Exemples de chaines latérales greffées sur
les résidus xylose des xylanes. (McNeil ef 2/1984)
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La paroi secondaire est une structure mécanique statique qui
détermine la forme et la taille 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 constritutifs de 1a paroi primaire

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

1. 2.1. lacellulose

C'est le polysaccharide le mieux connu de la paroi. |1 est constitué de
f3-1,4-D glucoses [3].

1. 2.2 1es 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 B3-glucanes.

Les xyloglucanes. La structure de base de cés polymeres consiste
en un squelette de B-1,4-D glucoses portant des chaines latérales de D
xyloses liés en-1,6 (figure 1).

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

Les xylanes. !1s sont constitués de D xyloses reliés en 3-1,4. Des
chaines latérales riches en arabinofuranoses peuvent étre 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 B-glucanes. Ces polysaccharides sont constitués d'un mélange
de B-1,3 et B-1,4 glucoses. Ils sont absents chez les dicotylées et
présents chez les monocotylées : exclusivement chez les graminées. [3]
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Figure 3 : Principales chaines constitutives des pectines.
(Jarvis, 1984)




1. 2.3. Les pectines

Le squelette de base des pectines est constitué par l'agencement
d'acides D-galacturoniques liés en a-1,4 Le groupement carboxylique de
ces homogalacturonanes peut étre estérifié [2]. On y trouve également des
sucres neutres, dont le rhamnose qui est intégré dans la chaine principale
en alternance avec l'acide galacturonique : on parle dans ce cas de
rhamnogalacturonanes. Prés de 1a moitié des L-rhamnoses liés en a-1,2
portent des chaines latérales branchées au niveau du C4 . Celles-ci sont le

plus souvent des arabinogalactanes. D'autres sucres neutres tels le xylose,
le fucose et I'apiose peuvent étre greffes sur les acides uroniques. [3]

Les pectines sont presentes dans la parol primaire, ou elles
constituent les principaux composants de la matrice a coOte des
hemicelluloses, ainsi que dans la lamelle mitoyenne de la plupart des
plantes a fleurs. [3,4]

Les graminées constituent une exception par rapport aux plantes
supérieures car elles possedent 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 celles du genre Nitella: Aste//a rlexilis L. [S]

Les principales fonctions des pectines sont les suivantes :

(1) elles contribuent a maintenir la rigidite des parois
primaires et 1a cohésion des tissus.

(2) elles sont impliquées dans les meécanismes de defense du
vegetal vis-a-vis dagresseurs [3] ainsi que dans les
mécanismes cellulaires intervenant dans la maturation des
fruits [6,4]

(3) elles auraient aussi un réle de régulation de la croissance
végetale [3].
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Figure 4: Structure du poly-L-guluronate et du
poly-D-mannuronate constitutifs des
Alginates. ( Morris et 2/1980)
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Figure 5 Activity coefficient yc,. in solutions of calcium oligo- and polyuronates as a function
of the degree of polymerization (DP)** *¢: |, mannuronate; 2, guluronate; 3, galacturonaic;
4, theoretical 7,2, values in solutions of calcium polyguluronate and calcium polygalacturonaie.



Leurs implications technologiques sont importantes dans V'industrie
alimentaire ou elles sont utilisées comme gelifiants et additifs ainsi que
dans le domaine médical ou on envisage de les utiliser pour la reduction du
taux de cholestérol, les traitements des diabétes, ... [S].

1 est intéressant de donner ici un apergu des principales
caractéristiques physicochimiques des pectines et de leur rdle
physiologique. Nous envisagerons leurs relations avec les polysaccharides
de Ta paroi pour terminer, enfin, par leur voie de synthése.

]. 2.3.1 Les propriétés physicochimiques des pectines.

Ces propriétés sont tres étudiées en raison de leur importance
technologique, mais aussi parce qu'elles constituent quasiment le seul
exemple de polysaccharide de 1a paroi d'un végétal superieur, dont on ait
tenté d'établir les structures secondaires et pour lesquelles on ait propose
une relation structure-activité.

L'étude du comportement des pectines en solution a éteé précedeée par
celle d'une classe de polyméres analogues, les alginates. Les alginates
sont des polymeres d'acide D-mannuronique et L-guluronique associes sous
forme de polymannuronates par des liaisons glycosidiques diéquatoriales
3-1,4 et de polyguluronates par des 11aisons glycosidiques diaxialesa-1,4
Certaines portions sont formées par l'alternance de blocs d'unités
guluroniques suivis de blocs d'unités mannuroniques. |ls sont extraits des
Phéophytes ou algues brunes [7] ( figure 4).

A) Sélectivité vis-a-vis des cations

Les pectates et les alginates riches en acides a-L-guluroniques se
comportent comme des échangeurs d'ions trés sélectifs lors de réactions
d'echange entre cations divalents et monovalents, alors que les alginates
riches en acides D-mannuronigues sont moins sélectifs. [8]

On a étudié cette différence de sélectivité en observant les variations
du coefficient d' activité du Ca2*, yCa2*, dans des solutions d'oligo et de
polyuronates de Ca2* de degres de polymérisation ( DP ) variables [9]
(figure 5) . Kohn a constaté un comportement similaire des polyguiuronates
et golyga]acturonates :11s présentent tous les deux une chute brusque de
y(:aZ+ lorsque ces polymeéres sont dune longueur suffisante. Pour les




Figure 6 : Association des pectines par 1" intermédiaire
d' ions calcium. Modéle en boite a oeufs. (Saulnier, 1887)
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Figure 7. Analogie structurale entre le poly-L-guluronate
et le poly-D-galacturonate. ( Morris ef @/ 1982)
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Figure 8 : Diméres et multiméres pectiques. (Morris et al, 1982)




mannuronates de Ca2+, on observe une diminution progressive de yCazf

Envisageons d'abord le cas des polygalacturonates et polyguluronates.
La baisse du coefficient d'activité du Ca2+ fut interprétée par 1'apparition
d'une association coopérative impliquant deux ou plusieurs chaines suivant
un modéle en “egg-box” proposé par Rees et ses collaborateurs. Dans ce
modéle, les chaines correspondraient a 1a "boite” et les cations aux "ceufs”
[10]. L'association ne serait vraiment stable qu'a partir d'un DP de 14
(valeur obtenue sur base statistique par Morris et al. en 1982) (Figure 6).

Le méme comportement des deux polyuronates est a rapprocher de
leur conformation linéaire. En effet, ils sont les images speculaires
exactes l'un de l'autre, a ceci pres qu'en Cs, T'hydroxyle est axial chez les

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

Le lien glycosidique axial entre les monomeéres constitutifs conféere
une symetrie 2, assez rigide aux chaines, et leur donne une conformation

en zig-zag. Deux chaines face a face délimitent ainsi des cavités ou des
cations peuvent se loger [12] (figure 6) et interagir avec les deux
groupements carboxyliques de I'une et 1'autre chaine.

La conformation des chaines de polyguluronates et de
polygalacturonates offre respectivement 4 et 3 oxygénes de coordination.
On ne s'étonnera donc pas que le polyguluronate forme avec le strontium
des complexes plus stables le polygalacturonate [10].

Le processus d'association coopérative des chaines pectiques
s'effectuerait en deux étapes [j 1, 13]: i1y aurait d'abord une dimérisation
des molécules. Un excés de Ca“* induirait ensuite I'agrégation des dimeres
preformés. |1 se produirait de 1a méme fagon pour les polygalacturonates

et les polyguiuronates.

L'association des dimeres en tétrameéres, hexameres, octameres, ...
semble thermodynamiquement moins favorable car elle ne resiste pas a
une concentration élevée en cations monovalents. En présence d'un net
exces en cations monovalents, 1'association supramoléculaire est réduite a
la simple formation de dimeres [11] (figures 8 et 9).
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Figure 10 Conformation du polymannuronate (A),
du polyguluronate (B) et du polygalacturonate(C).
( Rees ,1977)

Figure 11 : Formation d'un gel par I'intermédiaire de
zones de jonction. (d'apres Rees, 1977)




Pour les mannuronates de Ca2+, on n‘observe pas de chute brusque du
3{r:a2+ ; le lien glycosidique diéquatorial entre les monomeéres rend la
chaine plus "souple” et plus ou moins plate, avec des cavités peu profondes
pour les cations [12]. Ceci expliquerait 1'incapacité de telles chaines a
complexer coopérativement les cations métalliques aux concentrations
habituelles. (figure 10) La seule nature électrostatique de la liaison
cation-carboxylate expliquerait ainsi 1a sélectivité plus faible des acides
mannuroniques pour les cations bivalents [8].

La capacité des acides polygalacturoniques a former des zones de
jonction intermoléculaires par ce mécanisme d'egg-box est responsable
d'une propriété trés importante de ces polymeres : 1a gélification. C'est de
cette propriété que dérive d'ailleurs leur nom : pectine vient du grec nextos
(coagulé, figé) [2].

_Lagélification

Il n'existe pas de définition réellement précise et universelle de la
notion de "gel”. On pourrait dire gu'un gel est un systéme ou le potentiel
hydrigue de T'eau y est inférieur a ce qu'il serait si le systeme était a
I'état sol.

Les pectines faiblement estérifiées forment un gel en présence de
cations ( 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 a eux, un role de
solubilisation et d'hydratation du réseau. La formation d'un réseau
multimoléculaire serait aussi possible, dans certains cas, grace a la
présence de monoméres de L-rhamnoses, qui introduisent un changement de
direction dans la chaine polygalacturonique et empéchent sa
cristallisation: on parie de cadre pectique [15]

La gélification chez les alginates suit un méme modele : les zones de
jonction sont réalisées par les egg-box entre les séguences de
poly-L-guluronates et la solubilisation est assurée par les blocs d'acides
mannuroniques [16].




Les pectines de contenu élevé en esters peuvent former un deuxiéme
type de gel sans implication de cations divalents, sous des conditions de
pH et d'activité de I'eau faibles (gels par ponts hydrogene). Ce phénomene
est possible car ces conditions minimisent probablement la repulsion
électrostatique intermoléculaire et promeuvent l'interaction
chaine-chaine plutét que chaine-solvant [17]. Ce type de gel est bien connu
dans l'industrie alimentaire et est a la base de la consistance des
confitures.

1. 2. 3. 2. Role physiologique des pectines.

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

Des fragments homopolygalacturoniques (des éliciteurs), peuvent
induire 1a production de substances antibiotiques : les phytoalexines. On
considére que c'est un moyen de défense géneral des plantes contre les
pathogénes [3] Jin et West, par exemple, ont montré l'activité "élicitrice”
de fragments d'acide polygalacturonique de DP supéerieur a 8 pour 1a
synthése d'un diterpéne antifongique [19]

Les fragments pectiques sont impliqués dans la synthese d'inhibiteurs
de protéases d'insecte [3] ainsi que dans 1a mort par hypersensibilisation
de cellules végetales infectées. Ce qui constitue deux autres moyens de
défense des plantes contre les pathogénes [3].

Enfin, les substances pectiques seraient également impliquées dans ie
controle de la floraison : 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 Zemna gibba [3,18).

Les pectines jouent un rdle dans la maturation des fruits. Le
marissement du fruit s'accompagne dune modification dans les
polysaccharides de la paroi : le contenu en pectines non estérifiées et en
sucres neutres tels que le glucose et/ou l'arabinose [6], se réduit
parallelement a une augmentation de la teneur en polysaccharides
hautement estérifiés, de poids moléculaire élevé contenant une faible
proportion de residus neutres. |l en résulte une perte de cohésion des
tissus. A cela s'ajoute, lors du mdrissement, la synthése de




a: microfibrilles de cellulose f: arabinogalactanes de type Il

b: rhamnogalacturonanes liés au résidus sérine
(squelette pectique) g: résidus sérine des protéines
¢: xyloglucanes de parol
d: protéines de parol avec h: polyosides pectiques:
\ tétra-arabinosides squelette pectique + chalnes latérales
e: arabinosides liés & (arabinanes et arabinogalactanes de type |)
Ihydroxyproline i: résidus sérine non substitués

Figure 12:0Organisation des polysaccharides de la paroi primaire,
(Saulnier, 1987)



polygalacturonases qui hydrolysent les fragments pectiques des zones de
jonction. Les oligomeéres 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].

1. 233, Relation des pectines avec dautres polysaccharides
de la paroi.

Le modeéte proposé pour la structure de la paroi le fut par 1'équipe de
Keegstra en 1973 [20].

Les pectines seraient liées par covalence aux xylogiucanes
(hémicelluloses) via leurs chaines latérales d'arabinanes ou de galactanes,
les xyloglucanes étant eux-mémes reliés aux microfibrilles de cellulose
par des ponts hydrogene. Les rhamnogalacturonanes pourraient étre relies
aux proteines de 1a paroi (extensine) par pontage covalent via des
arabinogalactanes. (figure 12).

Ce modele est cependant critiquable sur certains points:

(2) i1 ne tient compte ni de la lamelle mitoyenne, ni de 12
paroi secondaire, car il est établi a partir de cultures de
cellules en suspension

(b) i1 ne fait pas intervenir de liaisons électrostatiques
entre les molécules.

D'autres molécules comme les acides feruligues, pourraient participer
a I'association supramoléculaire des polysaccharides pariétaux.

1. 2.3.4. Synthése des pectines.

Elle se reéalise 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 transportee rapidement. Elles seraient
désestérifiées in situ [4].




11. METHODES D'ANALYSE ET DE LOCALISATION DES PECTINES.

Les pectines sont, avec les hémicelluloses, les deux classes de
polysaccharides chimiquement les plus complexes, dont seuls certains
constituants ont a ce jour été décrits [3]

Les pectines sont en effet constituees d'une série de sucres de base
(pentoses ou hexoses) dont le carbone 1 peut se trouver sous 1a forme & 0U
3 et qui sont reliés les uns aux autres par une variété de liaisons. |1 existe
ainsi 64 types de liaisons différents entre 2 molécules d'un sucre a 6
atomes de carbone et 3 molécules de sucre peuvent s'assembler de plus de
1000 fagons différentes [18]. Par ailleurs, diverses chaines latérales
peuvent se greffer sur "1'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 étre modifiés par d'autres substituants. Les
groupements hydroxyles peuvent ainsi étre acétylés, méthylés, sulfatés ou
phosphorylés et les fonctions acides carboxyliques peuvent elles-mémes
étre estérifiées. Toutes ces modifications sont bien entendu susceptibles
d'altérer les propriétés structurales des polymeéres pectiques [21].

Des méthodes d'extraction, de purification, d'analyse et de marquage
ont été progressivement mises au point de fagon a élucider 1a structure
primaire de ces polysaccharides.

11. 1. Apercu des méthodes classigues d'extraction et de purification
des polysaccharides végétaux.

11. 1.1. Extraction

Les polysaccharides sont extraits des parois cellulaires végétales par
différentes techniques incluant l'usage d'enzymes, d'agents chélateurs
(oxalate d'ammonium, CDTA = cyclohexanediamine tetraacetic acid) [22]
ainsi que de solvants alcalins, acides ou organiques (MMNO =
4-méthyl-morpholine N-oxyde, DMSO = diméthyl-sulfoxyde) [1].

Dans le cas des pectines, l'extraction fractionnée est obtenue en
utilisant de 1'eau chaude, des agents complexants et des acides [2].




11. 1.2. Purification

Parmi les méthodes les plus utilisées, on trouve les précipitations
sélectives a l'acétate de cuivre, a 'éthanol, & I'acétone, au cétavion ... [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 nécessité le
développement de différentes méthodes d'analyse afin de déterminer la
sequence des monomeéres de ces molécules. Les principales sont : la
chromatographie en phase gazeuse combinée ou non a la spectrométrie de
masse ; I'HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ; 1a Fab-MS (Fast

atom bombardment Mass Spectrometry) et la NMR (Nuclear Magnetic
Resonance spectroscopy) [1]

Ces meéthodes ne sont cependant pas capables de décrire
compietement la structure primaire de ces polymeres. Elles ne permettent
a fortiori pas de dire grand chose a propos des structures secondaires et
tertiaires de ces polysaccharides. Dans certains cas rares, elles peuvent
prouver l'existence d'interactions spécifiques ou de connections entre ies
polymeres de la paroi [3].

Il n'existe pas de sondes qui, par une reconnaissance hautement
spécifique dun polysaccharide ou dune séquence dun polymere,
permettraient sa purification ou sa localisation in situ, dans la paroi
veégetale.

Certaines technigues existent néanmoins, que nous allons passer en

revue.

11. 2 localisation des polysaccharides par des techniques
cytochimiques.

Nous devons distinguer ici la cytochimie au sens strict, qui permet la
détection de groupes chimiques, de la cytochimie d'affinité, qui est basée
sur I'interaction entre macromolécules.
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11. 2.1. Cytochimie au sens strict

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

Les principales fonctions localisables sont les hydroxyles et les
carboxyles pouvant étre esterifiés ou non. Leur présence et leur
localisation dans un polysaccharide dépendent de 1a nature et du type de
liaison entre 1es monomeres constitutifs. |1 est donc nécessaire
d'envisager ces trois cas séparément [23].

7.2 1.1 Localisation des groupements hyvaroxyles

La méthode qui le permet est dérivée de la méthode, classique
en histologie, du PAS (Periodic Acid Shiff).
Elle se réalise en deux étapes, dont la premiére consiste a traiter 1a
préparation avec l'acide periodique qui va oxyder de fagon specifique
les groupements hydroxyles en aldéhydes. La seconde étape permet la
visualisation des aldehydes par leur reaction avec le
thiocarbohydrazide (TCH) ou le thiosemicarbazide (TSC) rendus
visibles par leur réaction avec I'osmium ou le protéinate d'argent.

/1 2 1.2 Localisation aes carboxyles

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

Leur visualisation se réalise classiquement en microscopie
électronique a transmission.

/1 2 1.3 Localisation aes carboxyles esteririés

Cette technique, une des premiéres utilisées en microscopie
électronigue, permet 1a localisation d'acides uroniques estérifiés 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 traite avec le
fer ferrique de facon a former des complexes insolubles, denses aux
électrons.
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Il existe d'autres techniques, moins selectives. Parmi celles-ci,
citons la coloration au rouge de Ruthénium permettant 1a localisation des
pectines en microscopie optique.

L'inconvénient majeur de ces méthodes de localisation est leur
manque de spécificité quant aux sucres et aux séquences. Elles 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 221 Les lectines

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines d'origine vegétale
montrant une fixation spécifique sur les sucres. Des lectines couplées a
I'or colloidal, ou a2 la FDA (fluorescéine diacétate) et a la FITC
(fluorescéine isothiocyanate) sont utilisées respectivement en
microscopie électronique ou en microscopie optique.

Hayashi et Ueda (1987) ont ainsi utilisé des lectines couplées a l'or
colloidal pour localiser le mannose, le N-acétyl glucosamine et le
galactose dans les parois cellulaires d'une algue verte [24].

Malgré leur grande diversité, les lectines ont un usage limité en
biologie végétale car il n'existe pas de lectines anti-xylose.
De plus, aucune des lectines disponibles n'a la spécificité élevée dun
anticorps. Certaines permettent 1la localisation de di- ou oligo-
saccharides terminaux alors que pour d'autres, la reconnaissance se limite
a un seul sucre terminal. [25]

/Il 222 Les enzymes

Elles peuvent étre théoriguement utilisées comme sondes pour 1es
sucres qui constituent leur substrat. On utilise des enzymes telles les
xylosidases, les galactosidases, les fucosidases, les xylanases.
marquées a i'or colloidal.
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Une xylanase purifiée couplée a I'or colloidal a permis la localisation
de xylane dans les parois secondaires sur des sections minces de bois
jeune de tilleul [26] Le désavantage principal de cette technique est que
I'enzyme ne reconnait pas une séquence, mais coupe une liaison, ce qui
limite la spécificité de la méthode. De plus, i1 faut obtenir I'enzyme
purifiée et 1a coupler a de I'or colloidal sans altérer son activite.

/] 223 Les anticorps

Lorsqu'une substance étrangére ou antigéne (Ag) est injectée dans
l'organisme d'un vertébré, celui-ci va engager une réponse immunitaire
contre cet antigéne en produisant des anticorps (AcC) qui vont réagir de
fagon specifique avec 1'Ag qui a induit leur formation.

On appelie immunogénicité la capacité de I'Ag a induire 1a production
d'Ac et antigénicite la capacité de 1'Ag a réagir avec 1'Ac dirigé contre Jui.

Les anticorps sont des sondes hautement spécifiques. Leur spécificité
est rigoureuse et les anticorps peuvent méme distinguer les isomeres D ou
L d'un hapténe de sucres [21] (hapténe = petite molécule non immunogéne,
pouvant le devenir lorsqu'elle est couplée a une grande molecule “carrier”).

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

li1s ne reconnaissent pas seulement des épitopes séquentiels, mais
egalement des épitopes conformationnels. 11s fournissent donc une
extension de la spécificité des lectines tant du point de vue de 1a taille
que de 1a nature de la partie reconnue.

Dans les Ac en tant que réactifs spécifiques, il faut cependant
distinguer 1es Ac polyclonaux et les AC monocionaux.

Ac polyclonaux :

Le répertoire inné d'anticorps d'une souris a été estimé entre 20 et 50
millions. Entre 1000 et 8000 anticorps différents semblent étre capables
de reconnaitre un seul déterminant antigénigue. Si on analyse 1a réponse
conventionnelle d'une souris a un Ag, seulement 5 a 10 anticorps
differents sont déterminés. Cela représente un échantillon pris au hasard
dans le répertoire total. Cet échantillon sera différent chez un autre
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animal, méme si I'Ag est le méme.

Ces observations indiquent qu'il est difficile et méme impossible de
fabriquer un réactif reproductibie contre un déterminant antigénique
donné. Les désavantages majeurs d'un polyserum sont donc les suivants :
les titres sont faibles ; les Ac, tout en étant spécifiques d'un épitope, sont
hetérogenes ; 1'approvisionnement est 1imité a la durée de vie de I'animal ;
enfin, 1a méme combinaison d'Ac spécifiques est impossible a reproduire
chez un autre animal [28].

Des méthodes physico-chimiques permettent cependant de séparer 1a
fraction immunoglobulinique d'un serum en ses classes composantes et
avec quelques difficultés, en ses sous-classes. La séparation des Ig
(Immunogliobulines) 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 monocionaux :

Pour pallier les désavantages présentés par le polyserum, Kolher et
Milstein (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 croitre indéfiniment.[31]

Avantages des monoclonaux par rapport aux polycionaux :

(a) leur production contre des Ag spécifigues est possible méme
quand 1'Ag ne peut pas étre 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 étre préservés par congélation dans

I'azote liquide, assurant ainsi une fourniture continuelle d'Ac
[33, 34]




15

(e) 11s permettent d'éliminer la variabilité qualitative et quantitative
inhérente au contenu en Ac spécifiques trouvée dans différents
Jots de serum polycional [33 ,34].

l1s présentent aussi quelques désavantages :

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

(b) Teur coUt de production est assez élevé

(c) ils nécessitent une certaine expérience dans le domaine [32]
(d) les reactions de fixation sur 1'épitope ont tendance a étre un peu
plus faibles que pour les polyclonaux parce qu'un seul site
d'attachement a l1a molécule antigénique est impliqué [35].
Ces désavantages sont cependant mineurs en comparaison avec le

potentiel énorme qu'offrent 1es Ac monocionaux pour l'identification et la
localisation de constituants spécifiques.




111. LES ANTICORPS ANTI-POLYSACCHARIDES VEGETAUX.

Les anticorps offrent de nombreuses possibilités pour 1'étude des
polysaccharides de la paroi végétale : 1a mise au point de tests
immunocytochimiques devrait permettre leur localisation tant dans la
paroi que dans le cytoplasme.

L'obtention d'Ac reconnaissant des épitopes sequentiels ou
conformationnels donnerait une indication quant a 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 dimmunoessais (ELISA, RIA, ..) permettrait de
détecter la présence dun épitope particulier noyé parmi dautres
polysaccharides.

La réalisation de colonnes d'immunoaffinité permettrait d'isoler
rapidement des sequences oligosaccharidiques présentant un intérét
particulier.

Des technigues immunocytochimiques (microscopie electronique ou
cytofluorimeétrie en flux) permettraient de localiser les polysaccharides in
situ.

Malgre ces avantages, 1'approche immunologique de 1a paroi cellulaire,
est peu utilisée. Quelques publications font néanmoins état de I'emploi de
sera polyclonaux. Nous allons passer en revue les principales.

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

Parmi ceux-ci, citons les travaux de V. Vreeland (1972) concernant
I'obtention d'un serum polyclonnal contre un alginate [36] Ceux de Kaku et
al. (1986) qui ont obtenu des sera contre l'a-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




— — —— — T— = == Tmm—— T 4 .. == —-——— = b il

17

monoclonaux contre l'arabinose et le galactose en immunisant des souris
contre une glycoprotéine APG (arabinogalactane protein) [39].

L'abstract d'un poster publié par Vreeland et MacLeatsch (1984) fait
état de I'obtention d'anticorps monocionaux contre un mélange d'alginates
et de fucanes [40].

L'importance de la pectine, l'absence de techniques cytochimique}s
satisfaisantes et les perspectives d'application qu'offrent les méthodes
immunologiques ont amenés le laboratoire de Biotechnologie Théorique a
tenter la production d'anticorps monoclonaux anti-pectine.




N T T Sl Tl T T S S -aS 2" .- - —-—. _—_—— _———

18

MATERIELS ET METHODES

1. IMMUNISATION

1. 1. COUPLAGES

Trois mélanges antigénigues ont éte utilisés pour la production
d'anticorps anti-pectine.

. 1.1. Préparation de 1a solution de pectine.

Matériel :

- acide polygalacturonigue d'orange a 98% (Sigma) = pectine

- NaCl (Merck)

- eau désionisée par le systéme Aqualab 30 (Vel) de conductivite
spécifique < 1uS.cm™!

Méthode :

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

Sous agitation, on ajoute progressivement 1a pectine (200 mg/1).

Le pH est mesuré a l'aide d'une microélectrode combinée Radiometer
6K 2321 C, le pH meétre étant préalablement étaionné avec deux
solutions tampon de pH 7,00 et 4,01 (Radiometer).

On ajuste le pHa 7,4 avec du NaOH tN. Une stabilisation du pH a cette
valeur n'est obtenue qu'aprés piusieurs heures.

On filtre finalement la préparation au moyen d'une cartouche filtrante
Sartorius, équipée d'une membrane de 0,2 um.

1. 1.2. Couplage de la pectine a 1a BSA méthyiee

Principe :

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



Matériel :

- albumine bovine méthylée (Sigma)
- solution de pectine préparéee comme C1-dessus

Méthode :

Ajouter 0,2 mg de BSA méthylée par mi de solution de pectine a 200
pg/mil, sous agitation. Le pH final de la préparation est de 6,2.

1. 1.3 Couplage de la pectine 3 I'ovalbumine.

Principe :

Nous avons suivi 1a méthode proposée par Mc Lean et P. Nakane qui
consiste en une oxydation des groupements hydroxyles de I'ovalbumine et
de la pectine par le periodate, pour former des groupements aldéhydes.

La lysine, en réagissant avec les groupements aldehydes, réalise un
pontage entre les deux molécules [41].

Matériel :

- acide polygalacturonique d'orange 98% (Sigma)
- ovalbumine (Sigma)

- monohydrochlorure de L (+) Lysine (Merck)

= NapyHPO 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 NayHPO,4 pour 100 ]
d'eau désionisée.

Amener cette solution a2 pH 7,4 et y ajouter 0,107 g de periodate de
sodium.

Dialyser contre NasHPO4 SO mM pH 7,4 pour enlever l'excés de

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

Mateéeriel :

- Adjuvant de Freund complet (Gibco)
- Adjuvant de Freund incompiet (Gibco)

Méthode :

- Immunisation primaire 1 volume de solution antigénique a été
émulsifié avec un volume d'adjuvant compiet. Un 1ot de deux lapins a
été immunisé pour chacune des trois meéthodes, chaque apin recevant
I mi de ce meiange.

- /es rappe/sont été effectués suivant le protocole decrit par Moore
et al. [38] c'est a dire a | et 2 semaines et de nouveau 2 9 semaines
aprés T'immunisation primaire, en rempiacant l'adjuvant complet par
de I'incomplet. Chaque lapin a donc regu au total 0,4 mg de pectine.

1. 3. IMMUNISATION DES SOURIS

Elle a été realisée de la méme fagon que pour les lapins. Un lot de 4
souris BALB/c syngéniques furent immunisées pour chaque methode de
préparation de I'antigene. Chaque souris a regu 0,5 mi du melange
antigénique.

11. PRODUCTION DES HYBRIDOMES.

11. 1. Principe.

Des splénocytes de souris, préalablement immunisées avec un Ag,
sont fusionnés avec une lignée cellulaire de myélome en utilisant du PEG
(polyethyléne glycol) comme agent de fusion.

Le processus de fusion, méme optimalisé, est inefficace ; les hybrides
résultants sont trés peu nombreux en comparaison avec les deux cellules
parentales [34]. Son succes repose donc sur 1'élimination des celluies non
fusionnées [42].

Les cellules de 1a rate sont incapables de survivre en culture mais les
cellules de myélome doivent étre tuées par un processus efficace. Ceci est
base sur l'usage du milieu sélectif HAT de Littiefield contenant de
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Na,HPO, -7H,0 -
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Glutathione (reduced) 1.00 I
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Folic Acid 1.00 I
i-Inositol 35.00
Nicotinamide 1.00
Para-aminobenzoic Acid 1.00 I
Pyridoxine HC1 1.00
Riboflavin 0.20
Thiamine HC1 1.00
Vitamin B,, 0.005 I
1. Moore, G.E., Gerner, R.E. and Franklin, HA. »,519.
iy DS:
L-Arginine (free base) 200.00 I
| L-Asparagine [ s000
} L-Aspartic Acid [ 2000
L-Cystine - I
L-Cystine - 2HQ1 [ 6515
L-Glutamic Acid [ 2000
L-Glutamine I 30000
Glycine 1 1000 l
L-Hisitdine (free base) T 1500
| L-Hydroxproline [ 2000
| Lsoleucine (allo free) [ 5000 l
L-Leucine (methioaine free) 50.00
‘ L-Lysine - HQO I +000
| L-Methionine | 1500
L-Phenylalanine 15.00 I
L-Proline (hydroxy Y
W ﬁu) 20.00
L-Serine 1 30.00
L'Threonine (allo free) I 2000 I
L-Tryptophan [ so0
L-Tyrosine |
L-Tyrosine (disodium salt) [ 2883 I
L-Valine [ 2000
» ]
;
Figure 13 : Composition du RPMI utilisé. l
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I'hypoxanthine, de 1'aminoptérine et de 1a thymidine. [42, 34, 43]

L'aminopterine, analogue d'acide folique, bloque la synthese des
purines et pyrimidines. La survie des cellules en présence d'aminopterine
necessite l'activité dune voie de sauvetage capable dutiliser
I'hypoxanthine et 1a thymidine du milieu.

L'usage de cette voie de sauvetage peut étre empéchée si 1a lignée de
myélome  est  déficiente en un enzyme clé tel que
I'hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl-transferase le rendant incapable
de croitre en milieu HAT. De tels mutants sont sélectionnés parmi les
cellules résistantes a l'azaguanine (analogue toxique incorporé par
I'HGPRT).

Les hybrides entre les myelomes HGPRT et les splénocytes peuvent
pousser en milieu HAT car ils contiennent 1'HGPRT fourni par les
lymphocytes alors que les myelomes HGPRT meurent en quelques jours.
[34]

11. 2. Protocole d'immunisation.

Une souris BALB/c, immunisée avec pectine-BSA suivant le protocole
décrit précédemment, a été préparée pour la fusion par injection de 0,5 m!
du seul antigéne couplé pendant les quatres jours qui précédaient 1a fusion.

11. 3. Choix du myélome,

Le myélome utilisé appartient a 1a 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 a 37°C dans une atmosphére
contenant 5% de CO, sur milieu RPMI total (voir milieux de culture). Ces

cellules subissent régulierement une sélection sur azaguanine.

11. 4 Milieux de culture.

- RPMI minimal

RPMI 1640 (Gibco) (dont la composition est donnée a la figure 13)
auquel  onajoute, pour un litre :
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4,77 g Hepes (Sigma)
0,85 g NaHCO= (Merck)

10 m1 de glutamine 200mM (Gibco)
10 m1 de pyruvate de sodium (Gibco)
10 m1 de mélange penicilline,streptomycine (Gibco)

Le tout est amené a pH 7,4 et filtré sur un dispositif Sartorius équipé

d'une membrane de 0,2 um.

.5

- RPMI total
RPMI minimal auguel on ajoute 10% HS (Horse Serum, Gibco) et 5% FCS
(Fetal Calf Serum, Gibco) préalablement décomplémentés par

chauffage pendant 30 min a 50°C.
La mise a pH et la filtration s'effectuent comme précédemment.

- milieu HAT

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

- milieu HT
Préparé en ajoutant 2% de HT concentré S0 fois ( Gibco) au RPMI total.

Protocole de fusion.

a) Préparation de cellules péritonéales de rat

La veille de 1a fusion, on injecte 20 ml de milieu HAT dans 1a cavité

péritonéale d'unrat. Le liquide est ensuite récupéré, les celiules comptées
et ajustées a 100.000/m1.

Ces cellules sont ensuite déposées dans des microplagques de titration

(96 puits) araison de 100 Wl par puits. Notons que T'utilité de ces cellules
nourriciéres est controversée : il semblerait que leur principale fonction
serait d'ajouter des facteurs de croissance inconnus au milieu [44].

b) Préparation des splénocytes

La souris est tuée et sa rate prélevée de fagon stériie. On préleve
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également le sang dont le serum servira de controle positif dans les tests
de screening. La rate est broyée dans un potter en présence de NH4CI (8,3

g/1, pH 7) de fagon a assurer la lyse des globules rouges. On centrifuge
ensuite pendant 10 min. a 1200 tours, le culot étant resuspendu en RPMI
minimal. Cette étape est renouvelée deux fois.

c) Préparation du myélome

Avant 1a fusion, le myélome, maintenu en culture, est lavé en RPM
minimal pour éliminer les cellules mortes et les éléments du HS et FCS.
Les cellules sont centrifugées pendant 10 min. a 1200 tours, le culot étant
resuspendu en RPMI minimal. Cette opération est répétee 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 conigue de 10 mi.

On centrifuge pendant 10 min. a 1200 tours. On €limine le surnageant
et on ajoute au culot 1 ml de PEG 4000 (Gibco) goutte a goutte, sous
agitation. On dilue ensuite le PEG en ajoutant progressivement 7,5 ml de
RPMI minimal tout en maintenant 1'agitation. Ces deux derniéres étapes
sont réalisées a 37°C.

Aprés une nouvelle centrifugation, le culot est resuspendu en RPMI
total et laissé dans ce milieu pendant 2 h a 37°C. (le PEG étant toxigue
pour les cellules, cela leur permet de "récupérer”). Ensuite, on centrifuge
et on resuspend les cellules en milieu HAT en les ajustant a 108 / mi.

Les cellules sont finalement déposees dans les boites contenant ies
cellules nourriciéres a raison de 100 pl par puits. Ces boites sont
maintenues dans une étuve a 37°C dans une atmosphéere enrichie a 5% de
COQ.

Aprés 10 jours, les puits sont examinés pour détecter la présence
dhybrides et le milieu HAT est remplacé par le milieu HT, car
I'aminoptérine est toxique pour les cellules.

Les hybridomes sont ensuite testés pour la production d'anticorps
anti-pectine et les clones positifs transférés en macropuits 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
I''sotypie des anticorps monoclonaux. (Campbell, 1984)



péritoneales, en RPMI total.

Lorsque ces hybridomes arrivent & confluence, on peut entreprendre

leur congélation : les cellules sont centrifugées pendant 10 min. a 1200
tours/mn. Le culot est resuspendu en FCS + 10% de DMS0.
Le tout est réparti en cryotubes et congelé a 1'azote, I'abaissement de
température se produisant comme suit : passage de la température
ambiante & -70°C a raison de 1°C /mn, ensuite descente brusque de la
température jusqu'a -160°C.

e) Clonage

Les lignées cellulaires d'hybrides sélectionnés pour une
caractérisation ultérieure sont clonées deux fois par 1a technique des
dilutions limites, de fagon a obtenir une lignée cellulaire stable
génétiguement et produisant des anticorps monocionaux contre l'antigéne
injecte.

Les cellules sont diluees en RPMI total, sur plaque de microtitration
contenant des cellules nourricieres, de fagon a avoir respectivement 0,1 ;
I; 10 et 100 cellules par puits. Les surnageants provenant des puits a 0O, 1
cellules sont testés pour leur sélectivité vis-a-vis de la pectine. Les
surnageants des puits a 10 et 100 cellules servant de contrdles positifs.

Les clones positifs sont transferés en monopuits sur cellules
péritonéales, puis en flacon.

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

Ll 1ES

Des immunoessais utilisant des moyens enzymatiques furent pour la
premiere fois décrits par Engvall et Perimann en 1971. |1s leur donnérent
le nom d'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) [45].

Le type de test ELISA utilisé pour détecter 1a présence d'anticorps
anti-pectine consiste a faire adsorber I'Ag sur des boites de plastic. Les
antisera ou les surnageants de culture sont ensuite incubés dans chaque
puits, I'exces d'Ac non fixe est lavé. La présence d'Ac fixés est révélée par




TOCOLE GENERA

1. Dépdt de I'antigéne.

Pour favoriser I'immobilisation de la pectine sur le support solide, nous avons employe de
la poly-L-1lysine (PLL) : d'une part parce qu'elle est connue pour sa capacité a former des
complexes avec la pectine ionisée [46] et dautre part pour son utilisation dans
I"'immobilisation d'autres Agen ELISA, notamment des cellules.

Un volume donne de poly-L-lysine dissoute en H-0 désionisee est deposé dans les puits

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

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

2. Saturation
Les puits sont vidés de !a solution d'Ag et remplis entiérement avec une solution de gélatine
a 200 ug/mi dissoute dans un tampon approprie. La plague est laissee 2 ha 37°C.

Cette étape permet de bloquer les sites restants non saturés et d'éviter ainsi 1'adsorption
non specifique des Ac primaires et secondaires sur le support solide.

3. Dépot du premier Ac
S0 ul de serum polyclonal ou de surnageant de culture sont déposes dans chaque puits. La
plague est mise a incuber pendant 1 ha 37°C.

4. Lavages
[1s sont réalisés dans une solution tampon.

5. Dépot du deuxiéme anticorps
50 ul d'un Ac couple a une enzyme, dilue 500 fois dans un tampen donne, sont deposes dans
les puits. incubation: 1 ha 37°C.

6. Lavages dans une solution tampon

7. Révélation

Ajout de 100 1l d'une solution d" ABTS5-Ho0- par puits. Laisser incuber 15 mn g 37°C.
Solution ABTS-H 2 -ABTS . 2 ,2'-Azino-di-[ 3-éthy1-benzothiazolin- sulfonate]

(Boehringer)

~Hy0p 30% (UCB)

-tampon citrate = NaoHP04.2H,0 (Merck) 20,5 g/1
Acide citrique (UCB)8,9 g/l
pHS.6

Dissoudre 4,2 mgd'ABTS dans 5,6 m1 de tampon citrate.
Ajouter S W1 d'Ho0- dans ce mélange. La solution est preparee avant chaque usage.

8. Lecture
e est réalisée par un lecteur ELISA Titertek, V'absorbance est réglée & 405 nm,
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la laison d'un deuxiéme AC couplé a une enzyme et reconnaissant le
premier : lactivité enzymatigue étant quantifiée par la conversion,
catalysée par I'enzyme, d'une substance peu colorée en trées colorée (Figure
14).

Mis au point, le test est rapide et sdr ; 400 a SO0 échantillons peuvent
étre faciiement testés en 8 heures [43]. Ce type de test a donc été utilisé
pour le criblage des monocionaux, ainsi que pour leur caracterisation.

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

Des tests similaires ont également servi pour l'étude de sera
polyclonaux de lapins et de souris. Les protocoles correspondants seront
également décrits dans 1a partie résuitats,

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

Un test en "sandwich” a été utilisé pour déterminer 1'isotypie des AcC
monocionaux obtenus.

It consiste a immobiliser d'abord un Ac spécifique de I'Ag sur un
support. L'Ag est ensuite ajouté et un deuxieme Ac marqué dirige contre un
epitope différent de 1'Ag est utilisé pour détecter 1'Ag fixé (Figure 15).

Materiel

-Anticorps de lapin anti-souris purifiés (RAM) (produits par le
laboratoire d'immunologie, FNDP).
-Anticorps de chévre "biotinés” anti-1gGza (Amersham)

. anti-1g62b
- anti- 1gG!1
- anti-IgM

-Complexe biotine-streptavidine peroxydase (Amersham)
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Protocole

Dépdser 50 pl/puits de RAM purifiée amenée a 10 pg/ml en PBS
(plaque de microtitration PVC, Flow).

Remplir les puits avec une solution d'ovalbumine 2% en PBS. Laisser
une heure a2 37°C.

Déposer S0 pi/puits de surnageant pur. Laisser incuber 1 ha 37°C.

Laver en PBS + 0,1% Tween 20.

Déposer S0 pl/puits : Ac anti-I1gG1 , dilués 1000 fois en PBS
Ac anti-1gG2a
AC anti-1gG2b
AC anti-IgM

Laver en PBS + 0,1% Tween 20

Dépbser S0 ul/puits du complexe streptavidine-biotine peroxydase
dilué 13500 fois en PBS. Laisser 30 min. a 37°C.

Laver en PBS + 0,1% Tween 20

Réveler: ABTS-H202. Incuber 1S mna 37°C

Lecture (Idem test précédent).

Un méme type de test a été utilisé pour détecter la production totale
d'immunoglobulines par les clones. Les éetapes 5, 6 et 7 du protocole
précédent sont remplacées dans ce cas par le deépdt de S50 ul/puits d'ig
anti-souris couplées a la peroxydase, diluées 500 fois en PBS.

111 3. Tests "dot-blot".

Cette variante du test ELISA se réalise sur une membrane support. Les

résultats obtenus sont qualitatifs.

Quelques pl1 de solution d'Ag sont déposés sur une membrane. Aprés

une etape de saturation, 1a membrane porteuse de 1'Ag est incubée dans le
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premier Ac, lavée, puis incubée dans le deuxieme AC couplé a une enzyme.
La réaction s'effectue en plagant cette membrane dans une solution
contenant 1'H,0, et un chromogene. En présence d'eau oxygénee, le

chromogene est oxydé et donne un produit coloré [45]

Ce type de test a été utilisé pour détecter la presence d'AcC
anti-pectine dans les polysera de lapin.

Dot blot sur nitrocellul/ose
Matériel

-feuille de nitrocellulose (N.C.) (Bio-Rad)

-serum de cheval (Gibco)

-1g d'ane anti-lapin couplée a la peroxydase (Amersham)
-diaminobenzidine (DAB) (Sigma)

~H,05 (UCB)

-Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane) (Fluka)

-NaCl (Merck)
-Tween 20 (Merck)

Méthode

Préparer les solutions suivantes en eau désionisée
- pectine 800 ng/ul
- ovalbumine 400 ng/ !
- BSA 400 ng/ !

1. Déposer 1 pl de chaque solution sur la feuille de N.C. et laisser
pénétrer I'échantillon jusqu'a disparition de 1a trace du dépbt.

N

Incuber une nuit @ 4°C dans une solution de saturation :
10% de serum de cheval en TBS
TBS = Tris Buffered Saline

-20 mM Tris

=500 mM NaCl

-porté apH 7,5 avec HC1 12N

3. Incuber la membrane 1 h a température ambiante dans les sera
dilués 20 fois en TBS + 1% de serum de cheval.
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4. Effectuer 3 lavages de 10 min. en TBS + Tween 0,1% sous
agitation.

> lncuber ensuite 1a membrane dans le deuxiéme AC couplé 2 la
peroxydase dilué S00 fois en TBS + 1% serum de cheval,

6. Effectuer 3 lavages de 10 min. en TBS + Tween 0,1% sous
agitation.

7. Reévéler par: -Tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,5
-DAB 0,05%
-Hy05 0,03%

8. Stopper la réaction enzymatique en trempant les bandes de N.C.
dans HC1 0,1 N.

Dot blot sur appareil ae microfiltration bio —dazJ 11
Materiel

Appareil de microfiltration Bio-dotTM (Bio-Rad)

Méthoge

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

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

2. Deéposer 1a membrane sur 1'appareil et I'nydrater avec 2 fois 150
ml du méme tampon.

3. Deéposer 10 pl d'une solution de pectine 200 ng/ il diluee 4 fois
en TBS (ce qui équivaut a un dépdt de S pg d'Ag par puits).
Laisser la solution descendre par gravité.

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

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

6. Diluer les sera en TBS + 5% de serum de cheval. Déposer S0 !

par puits et laisser descendre par gravite.

Laver comme Cci-dessus.

8. Reveler: DAB - Hy0, (voir protocole précedent).

~




11,4 Immunoflyorescence,

L'immunofiuorescence a été réalisée sur des parois de Nite/la riexilis
L. 1solees de télomes cultives en aquarium dans le laboratoire (18°C, pH
6,2).

Les cellules internodales sont isolées, leur contenu celiulaire evacue
et 1es parois lavées successivement avec de 1'éthanol, de I'ether et de 1'eau
desionisee pour éliminer les composants cellulaires.

Elles sont ensuite étalées, découpées en morceaux de + 2 mm de
longueur et plongees dans une solution de CaCl, 10 mN pendant une heure.

Les morceaux sont ensuite incubés dans le serum polycional de chevre
(Sigma) dilue 20 fois en Tris 20 mN + NaCl 150 mN + CaCl, 1 mN pH 7,6.

Aprés deux heures de saturation, les fragments de paroi sont incubés 1 h
dans le surnageant de culture dilué ou non dans le tampon Tris-NaCl-CaCl,.

Les fragments de paroi sont ensuite incubés dans un deuxiéme AC
couplé a la FITC (g de mouton anti-souris couplé a 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 a epifiuorescence
Zeiss Axioplan equipe d'objectifs Plan-Neofluar et d'occulaires P.I. 10 X.

Les caractéristiques du filtre utilisé sont :
BP 450-4390
FT 510
LP 520

Les photes ont été prises sur un film Kodak ektachrome 200 Asa.
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1V. 1. Production des ascites

Les anticorps monoclionaux peuvent étre préparés soit en culture, soit
en multipiiant I'nybridome dans la souris.

Les principaux avantages et inconvénients de chague méthode sont :

en culture - I'Ac est toujours monocional
- sa concentration est faible, 10-100 ug/mi
- la production demande des soins réguliers et on
n'est pas a 1'abri d'infections éventuelles

aans la sourts . - les AC spécifiques peuvent étre contaminés par
d'autres Ig de souris dirigées, par exemple, contre
des virus ou par des protéines de l'animal . |1 est
donc nécessaire de purifier les ascites avant leur
Jtilisation

- la concentration en Ac est élevée, 10 a 20 mg/m]l

- la production demande moins de soins, 1a souris
apportant tout ce qui est nécessaire a la
croissance et a 1a multiplication des hybridomes
[44]

PROTOCOLE

Injecter 2,108 hybridomes, dans un volume de 0,5 mil, dans ia cavite
peritonéale d'une souris BALB/C sensibilisée 10 jours auparavant par une
injection intraperitonéale de pristane (Aldrich). Récolter T'ascite 2 a 3
semaines apres l'injection.

1. 2. Purification des ascites.
IV. 2.1. Purification par 1a protéine A

a Frincipe

La protéine A, un composant majeur de 1a paroi de Stguiy/ococcus
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aureus , s'associe réversibiement a la partie Fc des 1gG. Cette propriéte
fait qu'elle est utilisée sous forme immobilisée sur un gel de
chromatographie pour isoler des IgG a partir des ascites. [30]

Sous des conditions de pH et de force ionique éleveés, on favorise la
fixation de toutes les sous-ciasses d'lge, méme 1'lgG, connue pour sa
faible affinité pour la protéine A. L'abaissement progressif du pH permet
une elution successive des 196y, 1g6o,, 1gGop €1 1903

b MNateriel

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

-tampon de liaison: 1,5 M glycine (UCB)
3 MNaCl (Merck)
pH 8,8 avec NaOH 5 M

-tampon d'élution: 100 mM acide citrigue (UCB)
pH 6,0 avec NaOH5 M

-tampon de régénération: 100 mM acide citrique (UCB)
pH 3 aveC NaOH S M

a rMéthoae.

- centrifuger les ascites pendant 10 min. & 1200 tours, les filtrer sur
prefiltres Millipore.

- équilibrer la colonne avec 20 ml de tampon de liaison.

- déposer l'échantillon : 5 ml d'ascite additionnés de Smi de tampon
de liaison,

- laver 1a colonne avec ce tampon jusqu'a la fin de la sortie du
premier pic. La lecture de 1'absorbance se fait a 280nm.

- lorsque 1'on voit un retour a 1a ligne de base, déposer le tampon
d'élution.

- guand le deuxieme pic est sorti, déposer le tampon de régenération.

Les opérations s'effectuent a 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 a pH 7,4 et dialysees
contre du PBS + 0,1% d'azoture pendant une nuit a 4°C sous agitation.

Elles sont ensuite concentrées par un systeme CX-10 (Millipore) puis
dosées par turbidimétrie a 280 nm. La concentration a été déterminée par
comparaison avec une droite d'étalonnage préalablement établie.

1V. 2.2. Purification par précipitation au suifate d'ammonium

Cette meéthode est basée sur la propriété de precipitation des
proteines lorsque 1'on augmente la force ionique du milieu. Le sel le plus
utilisé est le sulfate dammonium.

Methoae .

Les ascites ont été purifiés par precipitation avec 33% de sulfate
d'ammonium (w:v) et resuspendus en PBS.
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A B C D E F G

n®l : Réactivité des polysera de lapin
vis-a-vis de la pectine et des

protéines de couplacge.

larin contrdle (non immunisé)

et C : lapins immunisés P-Ovalbumine
et E : lapins immunisés Pectine
et G : lapins immunisés P-BSA

: dépdt de BSA (400 ng)
dépdt d'ovalbumine (400 nc)

i

dépdt de pectine (400 ng)
: dépdt de pectine (800 ng)
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RESULTATS ET DISCUSSION

Dans un premier paragraphe concernant les anticorps polyclonaux,
nous présentons les résultats qui nous ont permis de vérifier le caractere
immunogénique de la substance injectée et de mettre au point un test
efficace pour la détection ultérieure d'Ac monoclonaux specifigues de cet
antigene.

Un second paragraphe traitera de la caractérisation des AC monoclonaux
obtenus.

1. Ac POLYCLONAUX

i.1. Analyse des poliysera de iapin

Les lapins ont été immunisés suivant les trois méthodes décrites
dans "Matériels et méthodes", a savoir par la P-BSA, la P-Ovalb. et la
pectine non couplée. Nous avons donc testé I'immunogénicité de ces trois

préparations de pectine par un test de type qualitatif : la méthode des
taches (Dot-Blot).

1. 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
a répondre a 1a BSA alors que tous les sera, dont le contrdle, réagissent a
'ovalbumine. La méthode a 1a BSA méthylée semble donc la plus efficace
pour la production d'Ac anti-pectine. Elle est dailleurs souvent
recommandée pour des polysaccharides acides, alors que celle a
I'ovalbumine s'utiliserait plutdt pour des polysaccharides neutres.

La pectine non couplée, quant a 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
tirées pour les polysaccharides fongiques : ceux-ci ne stimulent pas ou peu
la production d'Ac chez les animaux d'expérience, un couplage & des
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Photo n°2 : Dilution des polysera de lapins sur pectine.
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protéines ou une innoculation de cellules entiéres etant le seul moyen de
produire des antisera contre ces polysaccharides [47].

Les polysera ont ensuite eté dilués de 10 a 20.480 fois, et nous avons
observeé leur réactivité vis-a-vis de la pectine par le test en "dot-biot”
réalisé sur appareil de microtitration Bio-Dot ' (Photo n°2).

Les sera des lapins immunisés P-BSA peuvent étre utilisés jusqu'a
une dilution de 320. Les lapins immunisés a la P-Ovalbumine montrent une
réponse beaucoup plus faible, 1égerement supérieure au controle et dont la
limite de dilution est de 40. Le serum du lapin immunisé avec la pectine
non couplée est indiscernable du serum controle.

51 le dot-blot est efficace pour mettre en évidence 1a présence d'Ac
anti-pectine, il ne permet cependant pas de tester plus de 96 échantillons
a la fois, ce qui en constitue le principal inconvenient pour la détection de
clones produisant des Ac anti-pectine apres fusion. En effet, lors de cette
etape, tout retard dans la detection d'Ac spécifiques de I'Ag fait courir le
risque d'une perte de clone soit par "surcroissance” ou par croissance
sélective de cellules non sécrétrices.

Il est donc nécessaire de posseder une méthode de criblage rapide,
permettant de tester plusieurs centaines de clones en une journée.

Nous avons donc essayé une autre méthode de détection: I'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 fagon a permettre leur interaction.

Nous avons représenté ci-dessous le plan dune boite de
microtitration a 96 puits reprenant les différentes concentrations
utilisées en PLL, pectine, ainsi que les dilutions des polysera.



Protocole des tests ELISA lors de 1'analyse des polysera de lapin

1. Immobilization & 14g. - Poly-L-lysing PM 338.000 (Sigma) ajustée & 0,05 mg/m1 et
1 mg/m1en HoO distiliée. SO w1 ont été déposés dans chaque puits de

la microplaque (PYC - Flow) suivant le schéma de dispersion
ci-contre.
Incubation d'1/2 h 4 température ambiante.

- Pectine aux concentrations de100 et 200 ug/m1, en NaCl 150 mM
pH 7,4 ; 50 p1/puits.

Dépdt suivant le schema ci-dessus.

Incubation d'une nuit & 4°C.

2. Saturation -Gelatine 200 pg/mi en PBS-CaCly 1 mM, 250 ug/puits.
Incubationde 2 ha 37°C.

3 Depot au premrer Ac - - Serum polyclonal de lapin dilué en PBS-CaCls.
Contréle : PBS-CaClo.
Dépét de SO p1/puits,
Incubationd'1 ha 37°C

4 [avages . -PBS-CaCly

5. Depot au second Ac -lgd'ane anti-lapin couple a la peroxydase ( Amersham),
dilué 50 fois en PBS-CaCls.

Dépdt de SO ul/puits.
Incubationd'1 ha 37°C.

6. Lavages : PBS-CaCly

7. Revélation : Ajout de SO pl d'une solution ABTS + Ho0- /puits,
incubation de 15 min. 8 37°C.

& lecture
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10 20 40 80 160 320|110 20 40 80 160 320
c C
P-B P-B 0,05 mg/mi
P-0 P-0 PPL
2 P
C C
P-B P-B 1 mg/ml
P-0 P-0 PPL
P P
100 pg/ml 20 pg/ml
pectins pectine
C = controie

P-B = pectine-BSA
P-0 = pectine-ovalbumine
P =pectine

Le protocole utilisé pour la réalisation de ce test ELISA est detaillé

ci-contre.

Les résultas obtenus sont reportés sur les graphiques A, B, C et D
(présentés au verso de cette page) reprenant ia réponse des polysera sur

les quatre combinaisons PLL/Pectine utilisées.

De I'examen de ces graphiques, on constate :

(1) que les resultats obtenus en utilisant 0,05 mg/mi de PLL pour
I'immobilisation sont nettement supérieurs a ceux obtenus en

utilisant 1 mg/mi de PLL

(2) qu'il n'y apas de trés fortes difféerences entre les deux concentrations

en pectine apres depot de PLL 0,05 mg/mi.

(3) que le lapin P-BSA montre toujours la réponse la plus forte, ce qui

confirme les résuitats obtenus en Dot-Blot.

Sur base de ces observations, nous avons donc décidé de poursuivre

les tests en PLL 0,05 mg/mi et pectine 20 yg/mi.

Par la suite nous avons teste l'efficacité de la saturation a la

gelatine. Le protocole de ce test est détaillé ci- ap’te‘s,
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GRAPHIQUE 1 : Réponse des polysera de lapin sur les quatres combinaisons
de poly-L-lysine et de pectine utilisees.

: 0,05 mg/ml de PLL et 20 pg/mi de pectine.

- 1 mg/mi de PLL et 20 pg/mi de pectine.

. 1
.

mg/ml de PLL et 100 pg/ml de pectine

A
B : 0,05 mg/ml de PLL et 100 pg/mi de pectine.
C
D
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/. Depot ak g gelatine :

2 Depot au premier Ac

J. Lavages .

4 Depot du second Ac

5 Lavages

6. Revélation

200 pg/mien PBS.
S0 pl1/puits.
incubation d'une nuit & 4°C.

S0 pl/puits de sera dilués en PBS
Incubationd't ha 37°C.

PBS.

Anti-lapin dilué S00 fois en PBS (S0ul/puits).
incubationd' 1 ha 37°C.

PBS.

ABTS—H202, incubation de 15 min. a 37°C.
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GRAPHIQUE 2 : Specificitée des polysera de souris vis-a-vis de 1a pectine
et des protéines de couplage.

A : réponse des polysera sur 0,05 mg/mi de PLL + 200 ug/ml de pectine.
B: : sur 200 pg/ml de pectine.

C: sur P-BSA.

D: sur P-Ovalbumine.

e sur BSA.

r.

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

Nous avons ensuite testé 1a méthode sur les polysera de souris.

I. 2. Analyse des polysera de souris.

Les polysera de souris ont eté testés quant a leur specificite
vis-a-vis de la pectine et des protéines de couplage. Nous présentons ala
page suivante, un tableau résume des différents tests réalisés.

Avant de commenter les résultats obtenus, ii nous faut preciser qu'il
n'‘a bien sur materiellement pas été possible d'effectuer les différents
tests sur une seule et méme boite ELISA, et que nous devons donc tenir
compte d'une source de variabilité supplémentaire des resultats de
microplague a micropiaque.

Les écarts observés entre f{raitements au sein dune méme
microplague nous semblent cependant suffisamment superieurs aux écarts
entre microplagues difféerentes pour nous permettre de conciure quant aux
traitements. Les graphiques correspondant sont repris cc- cOntre.

- Sinous comparons les graphiques B et A (pectine avec PLL /
sans PLL), nous pouvons constater que 1a présence de I3
poly-L-lysine augmente de facon trés importante 1a réponse.
La methode de couplage a la BSA est a nouveau nettement
meilleure. Son efficacité pour 12 production d'Ac
anti-pectine est confirmeée par la comparaison des graphiques E et
B (BSA/pectine) ou une réponse des AcC de 1a souris P-BSA
équivalente a trois fois le bruit de fond est atteinte pour la
dilution 20 sur BSA et pour la dilution 300 sur pectine.

- S5i nous analysons maintenant les graphiques E et F (BSA/Ovalb.),
nous retrouvons le phénomene deja observé chez les lapins,
c'est-a-dire la réactivite exclusive de la souris P-BSA sur BSA et
la reponse de toutes les souris, y compris celles non immunisées,
sur ovaibumine.

Ayant donc demontré que le test ELISA utilisant 12 poly-L-lysine pour
immobiliser 1'Ag, était le plus efficace et que 1a méthode d'immunisation a
la P-BSA était 1a plus valable, nous avons regroupé ces deux parametres



solution préparée |Solution préparée |Solution préparée |Solution préparée BSA Ovalb.
Ag testé de pectine. de pectine de pectine-BSA |de pectine-Ovalb. | 200 pg/m]l 200 pg/mi
(cfr immunisation)|(cfr. immun.) (cfr. immun.) (efr. immun.) en PBS en PES
et SRS R R e BT
graphique A B = D E F
1) Etape
d'immobilisation ;
de 1'antigéne S0 p1/puits de
PLL 0,05 mg/ml
dans H20
~poly-L-Tysine
-quantité d'Ag || S0 P1/puits S0 p1/puits 50 pi/puits 50 p1/puits 200 pgBSA/ml | 200 pg Ov./m]|
déposée S50 U1 /puits 50 pl/puits
~incubation .
4 4°C une nuit

2) Saturation

250 p1/puits de gélatine a 200 pg/ml en PBS

3) Polysera

S0 p1/puits de sera dilués 10, 20, 40, ...

- PBS

10240 fois en PBS. Contrdles: -souris non immunisées

4) Lavages

s

PBS + Tween0,1 %

5) Deuxiéme
anticorps

50 W1/puits d'lg de mouton anti-souris (Ac entier) couplé 4 la peroxydase (Amersham) dilué S00 X en PBS

6) Lavages

PBS + Tween 0,1%

7) Révélation

ABTS - Hp05 SO H1/puits
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dans un test en "double aveugle”. Nous avons ainsi dispersé au hasard les
sera des souris controles et immunisées P-BSA (dilution 20) dans une
boite a 96 puits suivant le protocole décrit dans la colonne 2 du tableau.
Nous avons également ajouté, comme contréle négatif, du PBS.

Le test s'est avéré fonctionner parfaitement : la détection des
positifs se faisait dans les 5 min. qui suivaient le dépdt du tampon de
révélation. Tous ces positifs correspondaient au serum P-BSA et 1z
detection visuelie se réalisait sans ambiguite.

Nous en avons concliu gue le test ELISA, congu de cette fagon, pouvait
étre employé pour la détection des Ac monoclonaux apres fusion et nous
avons poursuivi I'immunisation des souris a 1a P-BSA en vue de les utiliser
pour la fusion.

11. ANTICORPS MONOCLONAUX

Dans ce chapitre, nous aborderons successivement la fusion et la
caractérisation des anticorps monoclonaux obtenus.

1. 1. Fusion

Lors de 1a fusion, 10 boites ont été ensemenceées (ce qui correspond a
960 puits). Elles ont été examinées régulierement pour suivre 1'évolution
de la croissance des clones.

I1. 1.1. examen de 1a croissance

Dix jours apres la mise en contact des splénocytes et du myélome,
nouUs avons recensé, en moyenne, 159 clones par boite. Alors gque certains
puits ne montraient pas de croissance, d'autres, par contre, contenaient
plus de deux clones.
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Le tableau ci-dessous reprend les observations réalisées. Les valeurs
notées correspondent a des moyennes effectuées sur S boites.

nombre/boite écart type (S)

-puits ensemences 96

-clones présents 159 11
-puits avec croissance 82 1,91
-clones par puits avec 1,92 0,12

croissance

-puits sans croissance 14 1,52
-puits avec 1 clone 27% 321

- i 2 clones I 2,39

- ! >2 clones 20% 5,43

Les valeurs marquées d'une* correspondent respectivement a 33, 43
et 24 % du nombre de puits avec croissance.

11. 1.2. criblage (screening)

Les clones ont été testés pour leur production totale
d'Immunoglobulines selon un test ELISA sandwich sur RAM (dont le
protocole est décrit dans "Matériels et Méthodes") et pour leur production
d'Ac anti-pectine, suivant le protocole décrit pour les polysera de souris
(2% colonne du tableau, p. 38), en remplacant 50 pl de polyserum par S0 di
de surnageant de culture.

Nous avons également testé leur production d'Ac anti-BSA suivant le
protocole décrit pour les polysera de souris (S€ colonne du tableay, p. 38).

Sur les 159 clones testes, 58 se sont avéré étre producteurs d'lg. 11
d'entre eux produisaient des Ac anti-BSA et 10, des Ac anti-pectine.

Finalement, aprés le premier criblage et les deux subclonages, nous
avons su préserver 8 clones produisant des Ac anti-pectine. Ces clones ont
été congelés.

srisation ten

Nous avons choisi de travailler avec trois des 8 clones : les 2F 4, 1C5
et 7F- et de les caractériser guant a leur isotypie, leur specificité et eur
titre.
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1. 2.1. Isotypie

La nature de la chaine lourde des AcC ne donne aucune preuve directe
concernant leur spécificité vis-a-vis dun eépitope. Certains auteurs
déclarent cependant que des Ac disotypes différents sont plus
probablement spécifiques d'épitopes différents que des Ac d'un méme
isotype [33]. L'isotypie peut étre, par contre, une premiére indication de
monocionalité : si deux isotypes distincts sont présents dans un méme
puits, on ne peut qualifier cette préparation de monocionale.

Nous avons déterminé l'isotypie de nos AcC par un test en sandwich
decrit dans la partie "Materiel et Méthode".

Lorsque nous avons reéalisé ce test, 11 s'est avere que le 2F4

produisait des lgG] et le 7F7 des IgM. Le 1(27, lui, avait deux isotypies .
1965, et IgM.

Le subclonage a été refait pour ce clone par ia technique des dilutions
limites (voir Matériels et Méthodes). Les 6 sous-clones obtenus ont eté
testes sur pectine : 4 d'entre eux étaient positifs et producteurs d'Igh.

Connaitre 1isotypie des AcC nous renseigne sur leur mode de
purification et sur leurs possibilités dutilisation dans des tests
immunocytochimiques.

Ainsi, 1'1gG, peut étre purifiée par la protéine A, celle-ci ayant une forte
affinité pour la partie Fc des IgG. La protéine A, couplée a 1'or colloidal,
est largement utilisée en microscopie électronique a transmission pour
visualiser la fixation des 1gG sur une préparation,

Les IgM ne pouvant beneficier de ce systéme, nous devrons avoir recours a
d'autres stratégies pour les purifier et les visualiser.

1. 2.2. Spécificité

Pour verifier la spéecificitée des AC monoclonaux gQue nous avons
obtenus, il nous fallait les tester contre dautres polysaccharides.
Cependant, nous avons dabord du resoudre un autre probleme : 1a faible
reponse des Ac monocionaux vis-a-vis de 1a 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
trées faible par rapport a ce que nous avions I'habitude d'observer. Une si




1. Immobilisation de I'Ag: - poly-L-lysine hydrobromide (PM 338.000, Sigma) 0,05 mg/m]

NJ

. Saturation :

WA

N

. Premier Lavage :

a

. Dépbt du second Ac :

6. Second lavage :

7. Révélation :

. Dép6t du premier Ac :

en Ho0 distillee : 100 pl/puits d'une plaque de microtitration en

polystyréne & haute capacité d'adsorption (Microwe!l Module F-8
immunoguality 160 PCS - Nunc).
tncubation d'1 h & température ambiante.

pectine (200 pg/m1 en NaCl 150 mM, pH 7,4). Dépbt
100 ul/puits.

CaCly TmMen NaCl 150 mM, pH 7,4 (S0 pl/puits)
incubation d'une nuita 4°C.

200 p1/puits de gelatine a 200 pg/mi.
[ncubation de 2h & 37°C.

S0 ul/puits de surnageant de culture.
Controles négatifs : PBS et RPMI.
Incubation de 1 heurea 37°C.

PBS-Tween 0,1 %

SAM peroxydase dilution 500 en PBS,
S0 pl/puits.

Incubationd' 1 ha37°C.

PBS-Tween 0,1%

ABTS-H505 : 100 ul/puits
Incubation de 15 min. a 37°C.
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faible absorbance ne permet pas de tester efficacement le caractere
spécifique des Ac. Nous avons donc recherché les conditions permettant
d'optimaliser 1a réponse des Ac dans le test ELISA.

Connaissant le comportement particulier des pectines en fonction de
Ja composition ionique de leur environnement (voir Introduction), nous
avons décidé d'agir sur ce parameétre a toutes les étapes de 1a réalisation
du test ELISA. Nous sommes finalement arrivés a un protocole nous
donnant des résultats satisfaisants ef reproductibles.

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

- effet de I'ajout de CaCl, Tors du dépot de I'Ag

- effet du TBS (Tris Buffered Saline)

- effet de la teneur en cations monovalents des tampons

- effet de 1a présence de monovalents lors du dépot de I'Ag
- reponse du 2F 4 en présence d'EDTA ou de CaC‘.2

- effet du rapport bivalents/monovalents

/L 22 ]EfTet ge ] ajout ge (ar Q’p /ors gu gepst ge 1 Ag

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

On constate (graphigue 3, au verso) que l'ajout de cal* augmente de
facon importante T'efficacité du test . la réponse de tous les clones en

présence de Ca2+ est au moins 5 fois supérieure a celle gue 1'on mesure en
"absence” de calcium.

La présence indispensable de Cat lors du test est a mettre en relation
avec le modéle 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 Calt (introduction, page 5).

Dans cette perspective, I'épitope reconnu par nos anticorps devrait étre
conformationnel plutét que séquentiel.

Si la présence de CaC!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 ie tampon TBS (Tris Buffered Saline), compose de
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Graphique 3 :

Effet de I'ajout de CaCl, lors

du dépot de l'antigéne pectique.

Test realisé en PBS.
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Graphique 4 :

2F4 1C7 7F7
Clones

Effet de I"ajout de CaCl, lors

du dépot de l'antigéne pectique.

Test realisé en TBS.
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20 mM Tris et S00 mM NaCl a pH 7,4. Notre premiére démarche a été de
verifier la réponse du test ELISA en présence de ce tampon TBS.

/] 222 Erret au tampon 78S,

Le protocole suivi est identique au précedent, excepté que le PBS vy
est remplaceé par du TBS.

s ,
Nous constatons une fois de plus I'importance du Ca=" pour 1a réponse
du test, du moins en ce qui concerne les clones 1C- et 7F- (graphique 4).

o " g N
Quant au 2F 4, avec ou sans Ca<’, sa réponse est pratiguement nulle en
présence de TBS. Ce phénoméne n'a pas été observe en PBS.

Cette différence de comportement du 2F, 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 CaCl,, les clones 7F et

IC5 montrent une variabilite de = 10% ajors que celle-Ci atteint + 40%
chez le 2F, Cet ordre de grandeur est identique pour les trois clones
testeés sans ajout de CaCl, dans les puits Tors du depot de 1a pectine.

On peut expliguer l'absence de reaction des AcC 2F4 par l1a forte

concentration en cations monovalents (520 mM) du TBS qui, au cours des
lavages, ne peut que déplacer progressivement par échange ionique les
cations C32+ gui stabilisent l'association intermoléculaire entre chaines
pectiques. Progressivement désaturées en Ca2*, les chaines pectiques
seraient de moins en moins capables de conserver une conformation en
egg-box, faisant ainsi disparaitre 1'épitope conformationnel. La stabilité
de la liaison Ag-anticorps deviendrait ainsi de plus en plus faible,
entrainant finalement 1a dissociation de I'Ac et son élimination lors des
lavages.

Les 1C7 et 7F7, guant a eux, ne semblent pas aussi fortement affectés

par le changement de tampon, bien que la présence de Caz* avec 1'Ag soit
nécessaire pour augmenter la réponse de ces deux clones, ce qui est
toujours 'indication d'un épitope conformationnel. En fait, les 10 sites de
reconnaissance Ag-Ac des IgM produites par ces clones permettent
peut-étre de maintenir plus longtemps lassociation entre chaines
pectiques, méme lorsque le Ca’" est progressivement déplacé et les
épitopes peu a peu peradus.



(e

-incubationde 2 h 4 37°C

N

. Dépbt du premier Ac:  -Surnageants de culture non dilues
50 pi/puits.
Témoin = tampon de lavage.

-Incubation d'une heure a 37°C

4. Lavages : -11s ont éte realises avec 4 tampons differents sur les modules
proviscirement détachés d'une méme microplaque.

al

. Dépot du second Ac : -F(ab) anti-1gG de souris couplé & 1a peroxydase ( Biosys).
S0 ul/puits
-Incubation d'une heure d 37°C

(@2

Lavages : -Reéalisés comme ci-dessus.

=-J

1. Immobilisation de 'Ag: -PLL : 0,05 mg/ml en Ho0 désionisée,100 pl/puits, incubation
d'une heure 3 température ambiante

-Pectine: 200 pg/mi en H50 desion., 100 ui/puits

-CaClo : 1 mM en NaCl 150 mM

S0 pl/puits

-Incubation d'une nuit 8 4°C

. Saturation -Gélatine 200 ug/mien Ho0 désion. 200 u1/puits.

. Révélation : ABTS-H505 , incubation de 15 min. 8 37°C.
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L'lgGy du clone 2F 4, avec ses deux seules regions variables, serait

elle, incapable de maintenir cette association entre chaines pectiques lors
d'un ringage et/ou d'une incubation dans une solution d'Ac dépourvue de

Comme nous avons attribué la faible réponse du 2F 4 2 1a teneur elevee

en monovalents du TBS, nous avons entrepris de vérifier cette hypothése
en utilisant différents tampons de différentes concentrations en cations
monovalents.

/] 22 I Efret ge /a teneur en cations monovalents dans /es tampons.
Le protocole suivi est présenté ci-contre.
Les tampons testés sont :

-Tris 20 mMpH 7,4 + Tween 0,1%.

-PBS : Na2HPO42H20 1,44 g/]
KH,PO,, 0,2 ¢/l
KC] 02 g/l
NaC] 8,0 g/l

pH7,4-Tween0,1%

-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 qu diminue
en fonction de la teneur en monovalents des tampons (graphique S). Elle est
optimale en Tris 20 mM. Si cette diminution est graduelle pour les clones
167 et 7F7, elle est par contre beaucoup plus prononcée pour le 2F 4 lors du

passage du Tris (20 mM monovalients) au PBS (150 mM monovalents).

Ces observations confirment bien ce qui a déja été dit précédement.
En effet, une faible concentration en cations monovalents déplacera moins
rapidement et moins complietement les cations Ca2+ associés aux chaines
pectiques, permettant aux dimeres d'egg-box, thermodynamiquement plus



B Tris 20mM
B PBS-monov 150m
1.5 4 Bl Tris-NaCl 200m
@ : NaC! S00mM
e
3
L 1,0 1
&
-
0.5 |
0,0 -
Graphique 5 : Effet de la teneur en cations monovalents

des tampons de lavage.
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stables, de subsister apres disparition des tétrameres, hexameres,
octameéres ...

Selon Morris et ses collaborateurs (Morris et al. 1982), 20 mM de
cations monovalents et 1 MM de C52+ pour‘r'mt meme pcr'mcttr'e la
coexistance de dimeres et de multimeres pectiques.

Afin de veérifier s1 nos AC ne pouvaient pas reconnaitre des
multiméres pectiques, nous avons, dans 1'expérience suivante, dépose I'Ag
pectique soit dans une solution de CaC12 1 mM pure qui induit la formation

d'egg-boxes multimeriques, soit dans une solution CaCls 1 mM + NaCl 150

mM qui ne doit laisser subsister que des dimeéres. Suivant le graphique de
Morris et al. (figure 9, introduction), ces concentrations en cations
utilisées ne permettraient en effet qu'une saturation de S0% des charges
du polymere galacturonique en cations Ca2", ce qui correspondrait a la
formation de dimeéres pectiques.

[ 224 Influence de 1a presence qe monovalents lors du depdt ge 14g

Le protocole suivi est présenté au verso de cette page.

SAM peroxydase
enTris 20 mM

CaC12 1 mN en H20 désion. CaCl2 1 mN + NaCl 150 mN
pH 7,4 par NaOH, pH 7,4 par NaQH,
50 ul/puits 50 ul/puits

Nous pouvons constater 1'influence positive du Na® en mélange avec le
Caz* sur 1a réponse des trois clones (graphique N°6, verso).
L'épitope conformationnel devrait donc étre, dans ces conditions
expérimentales, un dimere de chaines pectigues associées
coopérativement par des 10ns Ca?’. Seules les charges latérales des
dimeéres seraient compensées par des cations Na” (Figure 8, introduction).



1. Immobilisation de I'Ag: -PLL : 0,05 mg/m1 en Ho0 désion., 100 pl/puits.

2. Saturation :

3. Dépbt du premier Ac:

4. Lavages :

S. Dépdt du second Ac :

-Pectine: 200 pg/mi en Hp0 désion., 100 pl/puits.
-CaCl, : déposé suivant le schéma

-Incubation d'une nuit 8 4°C.

-Gelatine 200 pg/m1 en H0 désion. 200 ul1/puits.

-Incubatonde 2 h & 37°C.

-surnageants purs

-contréles (-) : Tris 20 mM.

-Incubationd'1 h 8 37°C.

-Tris20 mM + 0,1 % Tween.

-SAM peroxydase diluée SO0 fois en Tris 20 mM, 50 pl/puits.
Dépot suivant le schéma.

-Incubation d'une heure a8 37°C.

6. Lavages : -ldem précédemment.
7. Révélation : -ABTS-Hp00, 15 min. a 37°C
0,20
[@ caCi2
| B CaCl2+NaCl
®©
3
2 0,10
2
L0
<
0,00
2F4 1C7 7F7
Clones

Graphique 6 :

Influence de 1a présence de monovalents
lors du dépot de 1'antigeéne.
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S1 cette hypothése s'avérait exacte, enlever le Ca* de 1a pectine par
un traitement & I'EDTA devrait empécher toute reconnaissance de I'Ag
pectique par I'Ac 196Gy (2F 4). Nous avons choisi de travailler avec cet AC

car il s'est toujours montré plus sensible aux conditions ioniques du
milieu: si 'EDTA avait bien un effet négatif sur 1a réponse, c'est avec cet
anticorps gue nous avions le pius de chances de l'observer.

Nous avons donc réalisé deux tests .

'un ou nous avons ajouté du
CaClz—NaCl a chaque étape de réalisation de T'ELISA, (maintien du rapport

bivalents / monovalents) ; l'autre oU nous avons ajouté de T'EDTA aux
mémes étapes.

/] 225 R8ponse au 2F 40 présence GEPTA ou ge Call 5.

PROTOCOLE

Le protocole de base est celui utilise dans I'expéerience precedente.

Les modifications apportées sont résumeées dans ie tableau suivant,

TAPE TESTEE | Immobilisation de 1'Ag | Saturation | Dépdt du Premier | Dépbtdu | Second | Réwélation jabsorb
preparaton | oepot | premier Ac | lavage | second Ac | lavage Tue
RESULTAT pectine pectine
! / / / / / / / /019
E a2t | ¢ / / / / )2 o3
3 +Cal* | +EDTA | +EDTA +EDTA +EDTA | +EDTA | +EDTA{ +EDTA | 0,00
4 +Ca2* | +CaZ* | +CaZ* | +Ca2* | +Ce2*| +Ca2* [+CaZ%| +CaZ*| 20

Quantités respectives dEDTA et de CaC|2 ajoutees
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Graphique 7 : Réponse du 2F 4 en absence de CaCl,,
en présence de CaC ‘.9 lors du gépot de la
pectine, en présence dEDTA ou de
Ca'_i dans toutes les etapes du test
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Graphique 8 : Reponse des trme 1onocionaux en présence de
CaClo (I, JEDTA (W) 2 toutes les etapes du test
ou de CaCl, lors du dépdt de la pectine (@3).
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-EDTA sel disodique dihydrate (Merck) :

e 3ajout en quantités égquimolaires dans les
puits : 10 pl EDTA 2,5 mM amené a pH 7,4 avec
NaOH.

e lavages : ajout de 0,1 mMEDTA.

-CaCly e dans 1a gélatine : CaCly 1 mN + NaCl 150 mN
(100 ul/puits).

e dans le premier Ac: S ul CaC12 10 mN/puits.

® dans les lavages et incubation du second Ac :
ajout de CaCly 1 mN et de NaCl 130 mN au Tris

20 mN.

® dans le tampon de révélation : 5 ui de CaCly
10 mN/puits.

Nous pouvons observer que lorsque nous ajoutons du CaCl,-NaCl a

toutes les etapes du test, 12 réponse atteint 2,0 unités d'absorbance contre
0,0 pour I'EDTA, comme nous nous y attendions (graphigue 7).

Dans une situation intermediaire, ou le CACl, / NaCl est ajoute lors
du depdt d'Ag, mais en absence tant dEDTA que de CaCl, supiémentaire, 1a

réponse est intermédiaire : 1'échange ionique causé par les cations
monovalents des tampons est bien visible.

La réponse, faible mais significative, des clones en l'absence d'ions
CaCly /7 NaCl peut s'expliguer par une contamination probable par les ions

Ca’" des puits voisins lors des lavages.

Un test identique a été fait dans les mémes conditions avec les deux
autres clones,

Le graphique 8 confirme bien ce qui a eté dit pour le test précédent :
aucun des clones ne répond en présence d'EDTA, alors que 1'on observe bien
une réeponse en présence de CaC12 / NaCl,
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Cette réponse nulle des deux IgM (1C et 7F-) en EDTA renforce les
hypothéses de leur rdle stabilisateur de 1'assemblage en egg-box et de leur
reconnaissance dun épitope conformationnel. En effet, si une perte
progressive mais incompliéte d'ions Ca?* sous l'action de cations
monovalents permet encore & ces AcC de rester fixés et de stabiliser la
structure en profitant de leur "plurivalence”, une perte totale de caicium
sous l'action de V'EDTA entraine une disparition complete des épitopes
conformationnels et 1'élimination des Ac lors des lavages.

Il faut également noter la variabilité tres élevée (> 40%) des
resuitats obtenus pour les témoins recevant du CaCl;__, uniguement dans

I'Ag, ce qui permettrait vraisemblablement d'expliquer la réponse
particulierement elevee du témoin 7F-.

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

Par la suite, nous avons entrepris d'établir le rapport CaC!2 / NaCl
optimal.

[ 226 Lrret au rapport bivalents, monovalents

5 . 2 2
Pour étudier des gammes extrémes de rapports Ca<*/Na®, nous avons
procédé en deux étapes .

-d'une part, tout en maintenant la concentration en CaC12 a 1 mN, nous

avons fait varier 1a concentration en NaCl de 0 a 512 mN. Ceci nous
permettait d'obtenir des rapports CaC!2 / NaCl de plus en plus faibles.

-d'autre part, nous avons agi en sens inverse : nous avons fait varier
la concentration en CaCl2 de O a 1 mN pour une concentration constante

en NaCl de 130 mN. Nous avons ainsi obtenu des rapports CaC12 / NaCl
de plus en plus éleveés.

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

Les protocoles utilisés dans ces deux experiences sont simiiaires a
celui décrit dans le test précédent. Les teneurs en NaCl et CaC12 utilisees

dans ce test étant les suivantes:

% en NaCl variable

QUANTITE DE CaCl2 QUANTITE NaCl RAPPORT
{mN) {mN)

1 0

1 2 510"
1 4 2,510
1 8 131071
1 16 6,3.1072
1 32 31,1072
1 64 161072
1 128 781073
1 256 301073
1 512 1,9.1073

& en CaCl2 variable

QUANTITE CaC12 QUANTITE NaCl RAPPORT
(mN) (mN)
0 130 0
0,05 130 381074
0,1 130 7,7.1074
0,5 130 38.1079
1 130 7,7.1073




Absorbance

O Na variable
-+ (Ca variable
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Graphique 9 :
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Rapport
Effet du rapport bivalents/monovalents
sur la réeponse du 2F4.
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Lorsque l'on fait varier la concentration en NaCl, on observe une
réponse élevée jusqu'a un rapport de 7,8.10'3 qui correspond a 1 mN
CaCly/ 128 mN NaCl (graphique n*9).

Si, par contre, on fait varier la concentration en CaC12, la réponse
maximale est atteinte a un rapport de 3,8.10'3 (0,5 mN CaCly /7 130 mN
NaCl).

Dans 'un et 'autre cas, ces deux valeurs correspondent a des teneurs
minimales en calcium au-dela desquelles la réponse chute brusquement.
Cette différence de valeur limite est sans doute dle au fait que les tests
n'ont pas été effectués sur la méme plaque. S'il n'y a pas coincidence entre
les deux graphiques, on peut néanmoins en conclure que le rapport CaCl, /

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

Dans tous les tests présentés jusqua présent, les lavages étaient
réalises manuellement, ce qui rendait toujours possible une contamination
de puits a puits (ce que nous pouvions verifier par l'apparition de faux
positifs dans les controles). La variabilite induite était parfois elevee,
depassant 20%, ce qui rendait les tests difficiles a interpreter,

Pour résoudre ce probléme, nous avons utilisé un laveur a ELISA
(Nunc). Ce systeme, par un lavage individuel des puits, élimine les
contaminations et assure un lavage homogéene dune méme boite. Le
coefficient de variation de nos mesures, estimé sur 4 valeurs, est passé
sous les 10%.

Ceci termine 12 partie concernant la mise au point du test (Ce test
nécessite le maintien d'un rapport CaCl2 / NaCl de 1/130 (6,6.10_3) 2
toutes les étapes de sa réalisation,le milieu tampon des lavages contenant

du Tris 20 mM. L'utilisation d'un laveur nous permet de reduire la
variabilité des mesures.
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PROTOCOLE FINAL

| Immobilisation de I'Ag

20

- Plaque de microtitration en polystyréne a haute capacité
d'adsorption (Microwell Module F-8 Immunoquality 160 PCS,

Nunc)

- PLL (PM 338.000) : 0,05 mg/m1, 100 ul/puits.
Incubation d'! h a température ambiante.

- Pectine : 200 pg/ml, 100 pl/puits. Incubation d'une nuit a 4°C.

- Solution fonique : CaCly 1 mN + NaCl 150 mN, S0 ul/puit

2. Saturation

- Gelatine 200 pg/mi en CaCly 1 mN + NaCl 150 mN
incubation de 2 ha 37°C.

3. Dépdt du premier Ac

- Pur ou dilué en Tris 20 mN + NaCl 130 mN + CaC‘sQ 1 mN.

S0ul1/putts.Incubation d'une heure a 37°C.
4. | avages
- Effectués dans le tampon ci-dessus + 0,1% Tween 20.
epot d nd A

- SAM peroxydase a une dilution de 500 fois en tampon
Tris-Ca-Na 50 ul1/puits.Incubation d'une heure 3 37°C.

6. Lavage
- |dem ci-dessus.

/. Révélation

- ABTS-Hy0o, 1S min. a 37°C.

N

4
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Graphique 10 : Réponse des trois clones sur les
oligosaccharides adsorbés.
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111. 1. Réponse des trois clones sur oligosaccharides adsorbés.

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

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

(2) un hydrolysat dit "saturé” de pectine de citron (Sigma, acide
homopolygalacturonique), obtenu par hydrolyse via une
endopolygalacturonase .

(3) un hydrolysat dit "insature” de la pectine Sigma, obtenu sous
'action d'une endopectate lyase. (L'action de ces deux enzymes
est représentée sur 1a figure )

(4) une pectine native, extraite du surnageant de culture en
suspension de cellules de Si/ene alba (Miller) E. H. L. Krause
(compagnon blanc).

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

Le protocole suivi est celui du test optimalisé. Les echantilions ont subi le
méme mode de préparation et de dépot que 1a pectine. La pectine Sigma
(acide homopolygalacturonique) a éte utilisée comme contrdle, ainsi que le
monomeére d'acide galacturonique (Aldrich).

La réponse des trois clones sur la pectine de silene est pratiquement
identique a celle de 1'acide galacturonique témoin (graphique 10).

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

La reconnaissance de la pectine native par les Ac est intéressante,
car elle se fait malgre l1a présence de chaines laterales composées de
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 suCres neutres.

Ne disposant que d'informations fragmentaires concernant le mode
d'obtention des hydrolysats, nous ne pouvons tenter dexpliquer les
différences de résultats obtenus entre ceux-ci que de la fagon suivante : ia
digestion 2 I'endo-pectate lyase Ilibérerait par [B-élimonation des
fragments pectiques incapables de former une egg-box. En effet, une
double liaison apparait entre les C3 et C4 d'un des deux monomeres se
trouvant a l'endroit de coupure de la chaine pectique par 1'enzyme. Cette
double Tiaison pourait changer la configuration des fragments pectiques et
donc empécher 1'association en dimeres.

Ce phénoméne se congoit aisément dans le cas de petits fragments.
Comme nous 1'avons déja signalé, nous ne connaissons maiheureusement
que peu de choses sur la composition de ces hydrolysats pour pouvoir
approfondir davantage I'interpretation de nos resultats.

L'absence de réponse dans les autres cas, pouvait signifier deux
choses : soit T'Ac ne reconnaissait pas ces fragments parce qu'iis etaient
trop petits pour s'associer en dimeres suivant le processus cooperatif
(voir introduction), soit ces oligosaccharides n'étaient pas retenus par 12
poly-L-lysine.

Pour pouvoir trancher, nous avons mis au point un test d'inhibition :
par cette meéthode, nous éliminions le probleme de ia fixation des
oligosaccharides sur la PLL.

111. 2.Test d'inhibition par des oligosaccharides
111. 2.1. PRINCIPE

Les AC sont incubés avec une solution des différents échantilions
testes. L'excés d'Ac non associé a un fragment pectigue est mesuré par sa
réaction avec la pectine immobilisée sur la phase solide.

La réponse est élevée lorsque 1'Ac ne s'est pas fixé sur les oligosacharides
libres, mais bien sur la pectine.

Nous avons dd préalablement déterminer 1a fin du plateau de dilution
des Ac pour connaitre 1a dilution 2 laquelle nous avions le plus de chance
d'observer une inhibition.

111 2.2 Determination du plateau de dilution des Ac.
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Ce test 2 eté réalisé sur boite de pectine sechee : apres les deux
heures de saturation a la gélatine, celle-ci est évacuée et la plaque est
laissée a 37°C pendant 2 h. Les conditions du test ont été decrites p. 50.
Les surnageant ont été dilués: 0, 2, 4, ... 128 fois (graphique 11).

On peut constater que la fin du plateau se situe pour la dilution 1/2
dans le cas du 1C5, 1/4 pour le 7F7 et 1/8 pour le 2F 4

Notons au passage que le test, réalisable sur pectine séchée, nous
permettra, a l'avenir, de préparer plusieurs plaques de microtitration et de
les stocker. Cela diminuera 1a contrainte expérimentale qui exigeait la
préparation de 1a boite 1a veille de son utilisation.

111. 2.3. Préparaton des solutions d'inhibition.

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

surnageant {u1) | échantillon (ml) ions (u1) dépt (u1/puits)
ic7| 500 1 500 200
71 250 1 500 175
oFal 125 1 500 163

Ces meélanges ont d'abord eté incubés 1 ha 37°Cpuis 1 ha 4°C.

En parallele, une boite ELISA 2 été préparée suivant le protocole optimal
(décrit page 50). Aprés les deux heures de saturation en gélatine, les
melanges ont été ajoutés suivant les guantités reprises ci-dessus. Le
reste des opérations a eté effectué suivant le protocole optimal.

1. 2.4 Taux dinhibition des oligo- et polysaccharides.
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Graphique 12 : Test d'inhibition par les oligosaccharides.
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Rappelons, avant de décrire les résultats obtenus, que des valeurs
d'absorbance faibles correspondent, dans ce test, a la fixation des
anticorps sur le fragment pectigue testé. Les immunoglobulines sont dans
ce cas moins disponibles pour réagir avec la pectine fixee dans les puits
(graphique 12).

On constate que 1a pectine de siléne et I'acide polygalacturonique ont
un effet inhibiteur trés prononce.

L'hydrolysat insaturé (digestion a I'endopectate-lyase) n'est pas
reconnu par les Ac alors que le saturé (digestion a
I'endopolygalacturonase) montre un effet inhibiteur important.

Les DP dacide homopolygalacturoniques compris entre | et 6
n'inhibent pas 1a fixation des Ac sur la pectine, tandis que les DP 7, 8 et
12 montrent une inhibition qui progresse parallélement au degré de
polymerisation

Si ce que nous avons observé dans ce test pour ia pectine de siléne,
I'acide polygalacturonique et les 2 hydrolysats correspond bien aux
résultats fournis par le test précédent, il n'en va pas de méme pour les
oligosaccharides.

En effet, nous n'avons constaté aucune reponse sur les fragments de
DP 1 a 8 alors que le test d'inhibition montre une reconnaissance des DP 7
et 8 par les trois Ac. De plus, seules les deux igM produites par les ciones
1C- et 7F5 ont montre une faible réponse sur 1e DP 12 immobilise, aiors

gue par inhibition on constate une fixation importante de 1'lgGy produite
par le clone 2F 4 sur cet oligosaccharide.

Ces contradictions entre les deux tests sont cependant explicables. Si
1'lg6y reconnait bien e DP 12 en solution, elle devrait également le

reconnaitre sous sa forme immobilisée (comme le font les IgM). Comme ce
nest pas le cas, on peut soupconner l'effet de l'immobilisation de
l'oligosaccharide : une partie de la chaine doit servir a la fixation sur la
PLL, 1a partie "libre” résiduelle étant alors trop petite pour permettre une
association coopérative entre les chaines. L'IgG], moins stabilisatrice de

la conformation, ne serait pas capable dans ces conditions de reconnaitre
I'oligosaccharide.
Donc, 1'absence de réponse dans le premier test, pour les DP < 12 ne serait
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pas due, a une absence de fixation des oligosaccharides sur ia PLL, mais
plutdt a l'impossibilité pour ces tout petits fragments immobilisés,
d'adopter une structure secondaire susceptible d'étre reconnue.

L'effet inhibiteur des oligosaccharides en solution se marque en effet
2 partir de DP 7 ou 8 : ceci correspondrait a la longueur minimale
necessaire des chaines pectiques pour qu'il y ait dimeérisation coopérative
(dans les conditions ioniques utilisees : CaCly 1 mN et NaCl 150 mN).

Morris et ses collaborateurs (1982), sur base d'études statistiques, ont
proposé une valeur minimale de 14 résidus d'acide galacturonique pour
qu'il y ait association coopérative, alors gque Kohn (1975) avait déduit la
nécessité d'un DP de 11.

Cependant, on constate que les valeurs qu'il porte en graphique ne
correspondent pas aux valeurs numérigues publiées ultérieurement (Kohn
et L. 1977). Par ailleurs, les DP compris entre S et 10 n'ont pas été
étudiés. Rien n'exclurait, dés lors, que le DP minimal requis pour une
association de chaines oligogalacturoniques en dimeres, soit inférieur a
1.

Si nous acceptons que les Ac décrits dans notre travail reconnaissent
effectivement des diméres, nous devons, au vu de nos résultats, envisager
leur formation par des chaines 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 conduit a tenter la production d'anticorps
monoclonaux  contre  lun  dentre eux :  lacide pectigue
(-1,4-homopolygalacturonique).

La mise au point d'un test ELISA, favorisant une réponse optimale
des anticorps de 3 clones étudiés, a été réalisée en modifiant les
conditions ioniques des solutions utilisées. En maintenant, a toutes les
étapes du test, un rapport CaClz/NaU de 1 mN pour 150 mN, nous avons

favorisé une réponse élevee des Ac et plus particulierement de 1'lgG,
(2F 4). Les deux 1gM (1C et 7F5) se sont toujours montréees beaucoup moins

sensibles aux variations des conditions ioniques. Ce rapport
bivalent/monovalent favorise l'association coopérative des chaines
pectiques en diméres. C'est cette association supramoléculaire qui semble
étre reconnue par nos Ac : I'épitope impliqué serait donc conformationnel.

Par un test d'inhibition, nous avons étudié la spécificité des Ac
vis-a-vis d'oligosaccharides de différents degrés de polymérisation et
d'une pectine native de siléne. Cette pectine est bien reconnue, de méme
que les oligoméres a partir d'un DP de 7 ou 8. Cette taille correspondrait
probabiement a la longueur minimale requise pour former une association
en diméres.

Malgre le nombre restreint de tests effectués pour évaluer cette
specificité, la sensibilité des AC aux conditions ioniques et leur
reconnaissance de fragments pectiques a partir d'un DP minimal nous
permettent de penser que ces Ac sont trés spécifiques de 1a pectine en
“egg box".

Pour pouvoir T'affirmer avec plus de certitude, nous devrions les
tester contre d'autres polysaccharides, comme par exemple des polymeéres
de sucres neutres. Mais il faudrait, bien sir, tester ces anticorps contre
des alginates, qui présentent une structure et des proprietés
physicochimiques trés proches de 1a pectine.
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Le type de test ELISA (& Ag immobilise) que nous avons utilise
jusgu'a préesent, n'est pas recommandé pour lobtention de resultats
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'averer fort intéressant pour doser de faibles quantités de
pectine dans un melange de polysaccharides.

Des cations bivalents autres que le calcium sont capables de
provoquer la dimérisation des chaines pectiques. Remplacer le Ca2+ par
ces 1ons dans les solutions utilisées pour VELISA entrainerait
vraisemblablement une modificaton de la taille et/ou de la forme de
I'épitope par compaction ou éloignement des chaines. |l serait donc
également interessant de voir si, dans de telles conditons, une
reconnaissance par I'Ac est toujours possible.

Nous avons testé les 3 anticorps par immunofluorescence sur des
pareis de AMitella riexi/is  qur contiennent des quantités importantes
d'acide homopolygalacturonigue. Les anticorps reconnaissent apparemment
la pectine /n s/tv . 11s pourront sans doute étre utilisés dans des
marquages immunocytochimiques. Enfin, leur utilisation dans Ia
realisation de colonnes d'affinité est également envisagée.




(2)

(3)

(3)

(6)

(7)

BIBLIOGRAPHIE

W. S. York, A. G. Darvill, M. McNeil, T. T. Stevenson, P. Albersheim
(1986).

isolation and characterisation of plant cell walls and cell wall
components,

Methods in Enzymology 118 : 3-40,

A. Weissbach and H. Weissbach Eds.

L. Saulnier (1987)

Etude structurale des substances pectiques de 1a pulpe de raisin
(Carignan rouge),

These : Université Paul Sabatier Toulouse n° 193,

M. McNeil, A G. Darvill, S. C. Fry, P. Albersheim (1984).
Structure and function of the primary cell walls of plants,
Ann. Rev. Biochem., 53 : 625-663.

M. C. Jarvis, (1984).
Structure and properties of pectin gels in plant cell walls,
Plant, Cell and Environment 7 : 133-164.

P. Debongnie (1986).

Caractérisation par RPE des interactions du cuivre 11 avec les
pectines,

Memoire Faculté d'Agronomie Louvain-la-neuve.

A. El Rayah Ahmed, J. M. Labavitch (1880).

Cell wall metabolism in ripening fruit. 1. Cell wall changes in
ripening "Bartlett” pears,

Plant Physiol,, 65: 1009-1013.

E. R. Morris, D. A. Rees, 6. R. Sanderson, D. Thom (1875).
Conformation and circular dichroism of uronic acid residues in
glycosides and pelysaccharides,

J. of the Chemical Society : Perkin 11: 1418-1425.




(8)

(9)

(10)

()

(12)

(13)

(14)

(19)

R. Kohn, O. Luknar (1877).

Intermolecular  calcium ion binding on  polyuronates-
polygalacturonate and polyguiuronate,

Collection Czechoslov. Chem. Commun. 42 : 731-744

R. Kohn (1975).
fon binding on polyuronates-alginate and pectin,
Pure and Applied Chemistry, 42 : 371-397.

G. T. Grant, E. R. Morris, D. A. Rees, P. J-C. Smith, D. Thom (1973).
Biological interactions between polysaccharides and divalent
cations : the "egg-box" model.

FEBS letters, 32 (1): 195-198.

E. R Morris, D. A. Powell, H. J. Gidley, D. A. Rees ( 1982).
Conformations and interactions of pectins. 1. Polymorphism
between gel and solid states of calcium polygaiacturonate,

J. Mol. Biol,, 155 :507-516.

D. A Rees (1977).
Polysaccharide shapes
Outline studies in biology, Chapman and Hall, p. 49.

M. J. Gidley, E. R Morris, E. J. Murray, D. A. Powell, D. A Rees
(1980).

Evidence for two mechanisms of interchain association in calcium
pectate gels,

Int. J. Biol. Macromol., 2 : 332-334.

E. R Morris, D. A. Rees, G. Robinson, G. A. Young (1980).
Competitive inhibition  of interchain interactions in
polysaccharides systems,

J. Mol. Biol, 138 : 363-374.

D. A Rees, A W. Wight (1971),.
Polysaccharide conformation. part VII. Model building computation
for e—1,4-galacturonan and the kinking function of L-rhamnose
residues in pectic substances,
J. Chem. Soc. (B) : 1366-1372.




(16)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

D. A Powell, E. R Morris, M. J. Gidiey,D. A. Rees (1982).
Conformation and interaction of pectins. II. Influence of residue
sequence on chain association in calcium pectate gels,

J. Mol. Biol, 155:517-531.

E. R Morris, M. J. Gidley, E. J. Murray, D. A. Powell, D. A. Rees
(1980).

Characterisation of pectin gelation under conditions of low water
activity, by circular dichroism, competitive inhibition and
mechanical properties,

int. J. Biol. Macromol., 2 : 327-329.

P. Albersheim, A. G. Darvill (1985).
Oligosaccharins,
Scientific American, 253 : 58-64

D. F. Jin, C. A. West (1984).

Characteristic of galacturonic acid oligomers as elicitors of
casbene synthetase activity in castor bean seedlings,

Plant Physiol., 74 : 983-992.

K. Keegstra, K. W. Talmadge, W. D. Bauer, P. Albersheim (1973).

The structure of plant cell walls. IIl. A model of the walls of
suspension-cultured sycamore cells based on the interconnections
of the macromolecular components,

Plant Physiol,, S1: 188-196.

K. Roberts, J. Phillips, P. Shaw, C. Grief, E. Smith (1985).

An immunological approach to the plant cell wall, in Society for
Experimental Biology Seminar Series 28 , C. T. Brett and J. R.
Hillman Eds.

N. Cartier (1986).

Les polysaccharides de la paroi primaire des cellules de Aubus
fruticosus  cultivées en  suspensions.  Intervention  des
polyosidases endogénes dans leur réarrangement aun cours de la
croissance.

These, Université Scientifique Technologique et Médicale de
Grenoble, (France).




(24)

(25)

(26)

(28)

(30)

J. C. Roland (1978).

General preparation and stainning of thin sections, in Electron
microscopy and cytochemistry of plant cells, J. L. Hall Eds.
Elsevier/North- Holland Biomedical Press : 37-49.

Y. Hayashi, K. Ueda (1987).
Localisation of mannose, N-acetylglucosamine and galactose in

the Golgi apparatus, plasma membrane and cell walls of
Sceneaesmus acuminatus
Plant cell physiol., 28 (8) : 1357-1362.

L. Stryer (1988).
Biochemistry : 345,
W. H. Freeman and company Eds, Standford University New York.

B. Vian, J. M. Briollouet, B. Satiat-Jeunemaitre (1983).
Ultrastructural visualization of xylans in cell walls of hardwood
by means of xylanase-goid complex,

Biologie cellulaire, 49 : 179-182

M. Sela (1986).

Overview : Antigens,

Handbook of Experimental Immunology, 1: 1.1.-1.7.
Blackwell Scientific Publications, D. M. Weir Eds.

M. Shreier et al. (1980).
Hybridoma Techniques,

EMBO, SKBM Course, Basel,
Copyright G. Kéhler and the EMBO.

G. Galfre, G. W. Butcher (1986).

Making antibodies, in Immunology in plant science,
Society for Experimental Biology Seminar Series 29,
T. L Wang Eds.

T. Ternynck, S. Avrameas (1987).
Technigues immuno-enzymatiques,
Les éditions Insern Paris.




|

|

(31)

(32)

(34)

(33)

(36)

(37)

G. Kohler, C. Miistein (1975).

Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predifined specificity,

Nature, 256 : 495.

E. W. Weiler, J. Eberle, R. Mertens, R. Atzorn, H. Feyerabend, P. S.
Jaudan,A. Arnscheidt, V. Wieczack (1986).

Antisera and monoclonal antibody based immunoassay of plant
hormones, in Immunology in Plant Science,

T. L. Wang Eds, Society for Experimental Biology Seminar

Series 29.

E. L. Halk (1986).

Serotyping plant viruses with monoclonal antibodies, in
Methods in Enzymology 118 : 766-780.

A. Weissbach, H. Weissbach Eds.

C. Milstein (1986).

Overview : Monoclonal Antibodies,

in Handbook of Experimental Immunology 4: 107.
D. M. Weir Eds.

J. G. Roberston, B. Wells, N. J. Brewin, M. A. Wiiliams (1985).
Immunogold localization of cellular constituents in the legume
Rhizobiumsymbiosis,

Oxford surveys of plant molecular and cell biology 2 : 69-89.

V. Vreeland (1972).

Immunocytochemical  localization of  the  extraceliular
polysaccharide  alginic acid in the  brown seawed
FUCUS QISticus,

Journal of histochemistry and cytochemistry, 20 (5) : 358-367

H. Kaku, S. Shibata, Y. Satsuma, Y. Sone, A. Misaki (1986).
Interaction of a-L-arabinofuranose-specific antibody with plant

polysaccharides and its histochemical application,
Phytochemistry, 25 (9) : 358-367.




(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

P.J Moore, A G. Darvill, P. Albersheim, L. A. Staehelin (1886).
Immunogold localization of xyloglucan and rhamnogalacturonan |
in the cell walls of suspension-cultured sycamore cells,

Plant Physiol., 82 : 787-794.
M. A. Anderson, M. S. Sandrin, A. C. Clarke (1984).

A high proportion of hybridomas raised to a plant extract secrete
antibody to arabinose or galactose,
Plant Physiol,, 75: 1013-1016.

V. Vreeland, W. Mac Laetsh (1984).
Intracellular synthesis of Fucus cell wall antigens,
Plant Physiol,, 75, 62a (350).

I. W.McLean, P. K. Nakone (1974).
Periodate-lysine-paraformaldehyde fixative. A new fixative for
immunoelectron microscopy,

J. Histochem. Cytochem., 22 : 1077-1083.

T.J. Kipps, L. A. Herzenberg (1986)

Shemata for the production of monoclonal antibody-producing
hybridomas,

Handbook of experimental immunology

G. Galfre, G. W. Butcher (1986).

Making antibodies, in Immunology in Plant Science,
Society for experimental biology - Seminar series n® 29,
T. L wang Eds.

A. M. Campbell (1984).

Monocional antibody technology,

Laboratory techniques in biochemistry and molecular biology, 13.
R. H. Burdon, P. H. Knippenberg Eds.

M. F. Clark, R. M. Lister, M. Bar-Joseph (1986).
ELISA techniques,

Methods in enzymology, 118 : 743-766,

A. H. Weissbach Eds.




(46)

(47)

S. Bystricky, R. Kohn, T. Sticzay, K. Blaka (1985).

Formation of the poly(-L-lysine) compiex with pectin of various
esterification degree,

Collection Czechosliovak Chem. Commun., S0.

J. L. Longbottom, P. K. C. Austwick (1986).

Fungal antigens,

Handbook of experimental immunoiogy, volume 1. 7.
D. M. Weir Eds, Blackwell Scientific Publications.






