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INTRODUCTION 1 

I. L'APPAREIL DE GOLGI 

1.1. Introduction 

La cellule est l ' unité de base de tous les 

organismes. Chaque cellule est subdivisée en un c ertain nombre 

de compartiments ou organites q u i ont chacun un ensemble de 

fonctio n s spécifiques. 

Chaque compartiment possède des protéines 

et des marqueurs enzymatiques qui lui sont propres. Après 

synthèse sur les polysomes liés au RER, la glycosylation 

et le tri des protéines destinées à la mem b rane plasmique/ 

aux lysosomes et à la sécrétion s ' effect u e dans le Golgi . 

Les protéines destinées a u cytop l asm~ mitoc h ondries, pero­

xysomes sont synthétisées sur lffi polyribosomes cytoplasmi­

ques et ne passent pas dans l ' appareil de Golgi . 

La première description d e l ' appareil de 

Golgi à partir de l'étude des cellules nerveuses remonte à 

1898 par CAMILLO GOLGI, lauréat du Prix Nobel en 1906 . 

Présent dans toutes les cellules d ' eukaryotes, 

l'appareil de Golgi se situe généralement dans la région 

périnucléaire de la cel l ule au n iveau des centrioles. 

I.2 . Données_morphologiques 

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) 

L'appareil de Golgi est constitué par un 

système de membranes de type lisse limitant une série de 

cavités . 

Cette membrane d ' une épaisseur de 
0 

75 A est 

une bicouche lipidique où s'insèrent les protéines . Le 

dictyosome se reconnaît par l'arrangement régulier des 

systèmes membranaires qui le constituent ceux-ci se pré-

sentent sous forme d'empilements de petits sacs aplatis, 

très allongés et c l os appe l és saccules. Chaque pile de 

4 à 8 saccules qui ont la forme d ' un disque légèrement 

concave, est un dictyosome. 
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L'appareil de Golgi est une structure polari­

sée. On appelle Cis la face du Golgi où les vésicules pro­

venant du RER et contenant les glycoprotéines nouvellement 

synthétisées fusionnent avec les saccules du Golgi . On 

l'appelle aussi zone chromophile (due à la possibilité de la 

colorer avec OsO4) ou zone de formation. Les glycoprotéines 

passent vectoriellement de la face Cis à la face Trans de 

l'appareil de Golgi . La face Trans de l'appareil de Golgi 

est habituellement appelée zone de maturation. Elle possè-

de un pH plus bas que le côté Cis et n'est pas colorable à 

l'acide osmique . 
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1.3. Données_biochimiques 

Le Golgi joue un rôle central dans les phéno­

mènes de synthèse de protéines destinées à certains compar-

timents intracellulaires et à la sécrétion. La sécrétion 

est divisée en plusieurs étapes 1) SYNTHESE 2) SEGREGATION 

3) TRANSPORT INTRACELLULAIRE 4) CONCENTRATION 5) STOCKAGE 

INTRACELLULAIRE 6) DECHARGE. Le Golgi est impliqué dans 

la fin de la première étape et les étapes 2 et 3. Le 

(

processus de sécrétion est un processus généralisé le foie est 

spécialisé dans la sécrétion de la plupart des protéines du 

plasma en particulier l'albumine et les lipoprotéines. 

a) ComEartimentalisation __ du_Golgi_Cis_Median_Trans 

La première constatation qui semblait indi­

quer que l'appareil de Golgi était formé de compartiments 

spécialisés quant à leurs fonctions biochimiques, fut 

obtenue grâce à l'utilisation de la technique de centrifu­

gation isopycnique en gradients de saccharose (6). 

Par analyse biochimique de tels gradients, 

on a découvert que la mannosidase I ne se trouve pas 

dans la même partie du Golgi que la Galactosyl transférase 

ou la sialyl transférase. De plus, S. KORNFELD et col-

laborateurs ( Q ont montré que les enzymes responsables 

de l'addition de phosphate aux protéines destinées aux 

lysosomes se trouvaient dans une troisième fraction. 

Cependant, cette technique ne permet pas de situer le com­

partiment biochimique tel qu'il est disposé dans la cellu-

le. Il faut faire appel à la microscopie électronique 

pour visualiser ces compartiments. Si on établit par 

centrifugation isopycnique que tel enzyme est associé à un 

compartiment bien déterminé, on peut ensuite à condition 

de purifier cet enzyme et de produire des anticorps 

dirigés contre cet enzyme, le localiser in situ par l'une 

ou l'autre technique immunocytochimique. C'est ce qui 

a été fait pour la Galactosyl transférase qui s'est avérée 
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localisée dans le compartiment Trans du Golgi . (4) (17). 

Le schéma à trois compartiments ébauché 

ci-dessus ne décrit peut-être pas complètement la struc­

ture du Golgi, il peut exister des subdivisions plus 

fines. Il se pourrait fort bien que des recherc~es 

futures révèlent de nouvelles unités fonctionnelles mais 

il n'y a pas de raison de penser que leur nombre s'accroî-

trait de beaucoup. Cette co mp artime nt alisation des 

empilements de l'appareil de Golgi faciliterait considéra­

blement la glycosylation séquentielle des protéines, leur 

tri et leur adressage à mesure qu'elles traversent 

l'appareil de Golgi. 

L'organisation du Golgi dépend du bon état 

fonctionnel de s microtubules (12). Le cytosquelette est 

constitué de microtubules, microfilaments, fila me nt s 

intermédiaires, et microtrabécules. Les microtubules 

sont constitués de tubuline, dimère de deux polypeptides 

lié de manière non covalente . Ils sont stabilisés par 

des ions Mg++, Guanosine triphophate (GTP) . La format i o n 

des microtubules est aussi influencée par certaines proté­

ines (microtubules - associated proteins) (MAPs) et 

nécessite des centres organisan t les microtubules (MTOCs) . 

L'intégrité des microtubules est indispensable à l'orga -

nisation de l'appareil de Golgi . Si on traite les 

cellules avec d e la colc h icine ou de la vinblastine, on 

retrouve le complexe de Golgi frag menté les piles des 

citernes sont détachées les unes des autres et s'éparpillent 

dans le cytoplasme. 

Les microtu bu les sont responsables du maintien 

et du fonctionnement du complexe de Golgi, ceci en 

arrangeant les piles de citernes en trois dimensions dans 

la cellule, en permettant la re l ation avec d'autres 

organelles et en assurant un flux normal de matériel 

dans et au delà de lui . 
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b) Les _ fonctions_de _ l'aEEareil _ de_Gol~i 

Un gra nd n ombre de protéi n es 
•• J , 

secretees et de 

protéines de membrane sont sélectivement clivées durant 

leur passage à travers le Golgi . Le précurseur de la 

protéine est élagué, coupé et transformé. 

covalent de protéolyse est très uniforme . 

Le ·site 

Dans bea u -

coup de cas, le clivage se passe s u r un à 4 acides 

aminés basiques et résulte dans la li b ération de lysine 

o u asparagi n e (33) . 

Une telle activité protéolytique a déjà été 

utilisée comme marqueur du Golgi . Les protéases de 

l'appareil de Golgi peuve n t être transportées avec l es 

produits de sécrétion . C'est le cas de la proalbu mine 

proinsuline et des précurseurs de protéines virales . 

Ceci n ' indi q ue pas cependa n t que le clivage est un 

prérequis pour le transport . Dans le traite ment de 

la pr oo piom;lanocortine, des clivages successifs 

peuvent se passer dans différents compartiments . B-lipo-

tro p in et ACTH so n t générés durant le transport, 

plus tard la conversion en endorphine se passe dans les 

granules de sécrétion . 

Les glycoprotéines et les protéoglycans sont 

deux classes de moléc u les ex i stant principalement dans 

l ' espace extracellulaire mais aussi sur la membrane 

plasmique et dans la membrane de l'appareil de Golgi 

et des lysosomes . Elles sont synthétisées à l'inté-

rieur des cellules en étroite association avec les 

protéines de la me mbrane p lasmique ou du réticulum 

endoplasmique ou complexe de Golgi . La partie oligo-

sacc h aridique semble importante pour l ' adressage et 

la stabilité de la molécule . Alors que les glyco-

protéines contiennent en poids I à 60 % d'hydrate de 

car bone, les protéogly ca ns en contiennent habituell e ment 

90 à 95 %. 
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Une glycopr o téine possède une ou des chaînes 

o lig osacc haridiques li ées de manière cova lente au 

squelette pol y peptidique 

des autres protéines . 

c ' est ce qui la distingue 

El l e possède peu de monosaccha-

rides différents (g luc ose , galactose, mann ose , 

Nacét y l ga lact o samine, xylose, acide sialique sont les 

plus représentés) mais leur contenu en carbohydrates 

varie largement . Les hydrates de carbone jouent un 

rôle clé dans les ph éno mènes de reconnaissance tels que 

ce ux qui régulent la différentiation et la croissance; 

l'a l tération de cette reconnaissance peut être un fac ­

teur path o logique. (33) (6) (15) 

Les chaînes o ii go saccharidiques so nt a t tachées 

au squelette poly peptidique par l'un des cinq résidus 

d'acide aminé asparagine, sérine, thréonine et plus 

rarement h y p o x ylysi ne, hyp o xyproline . 

1ère étape de la glycosylation - .- . -.- .- . - . - .-.-. - .-.-.-.-.-. 

Il existe deux types de liaisons chi mi q ues 

qui fournissent les sites d'attache 0 - glycosidique 

N- g l ycosi d i q ue 

CH20H 
1 

C-0 H H O l 
t;i / "1 1 1 Il 
C c -

1 
N - C -C H2-C 

H0'-..9H ~/ ! 
_ C-C Asn 

1 1 H H-N 
1 

C= O 
1 

CH3 



Fig 

2 ~GlcNAc 

i 'P' [GlcNAo[, 

8--Man 

B~Man 

J~Glc 

~ 

• ~ r.;._ ~ [G,oNAo[, - [Mao[, ~ 

~ [M j - [Glc)3 ~G,oNAoJ,- '"' 
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La biosynthèse des oligosaccharides commence 

au ni vea u du RER. Un simple pre c urseur contenant 

par exemple les complexes saccharidiques GLC3MAN9 

(G LCN AC)
2 

lié au dolichol phosphorylé sera transféré 

du doli c hol à un acide aminé de la chaîne polypepti-

dique (f ig. ) . 

Le dolichol est une structure polyisoprénoïde - de 

nature lipidique. Il sert donc d'amorce pour la 

liaison de la structure oligosaccharidique (fig. 1 

ou le terme lipide représente le dolichol). Cette 

glycosylation initiale d'une protéine dans le rèti­

culum endoplasmique sera suivie par un processus im-

portant de remodela ge de l'oligosaccharide. Les 

3 glucoses sont rapidement éliminés. 

remodelage s'effectue dans le Golgi. 

Le reste du 

-N-&lycosidigue_lié_à_l'as2ara&ine (26)Fig .2 

La liaison N-glycosidique des oligosaccha­

rides aux protéines s'effectue exclusivement par une 

liaison GlcNAc-Asn où le Asn fait partie d'une 

séquence Asn-X-SéR(Thr), habituellement à un tour béta -·--------------
de la molécule protéique enroulée (15). L'oligosac-

charide lié à l'azote consiste en une région 

centrale ayant la structure Man- -1,4-GlcNAc- -1,4-

GlcNAc-Asn. 

Fig 2 
Reticulum ' 

endoplasmique 
rugueux 

,-AAAAA-3' 

Séouence prcoosèe cour la transformat1on des c:1aines oligcsacc~andiques liées à l'azote et ranac:1èes à un 
peorIce: • resIcus de N-acervigIucosam1ne: o. resIous de mannose: T . resIous ce glucose: • . res1dus ce çaIac:ose : +. 
resIous d'ac:de s1alicue. Le trai t onouiè reoresente la cnaine co1vce::rnd:cue: 'e trait d1sc:::nunu est !e mRNA. Les 
processus à l'inteneur ce !a surface omoree se cassent dans Ie c:imolexe ce Golg1. IM□Œfiè et reoroouIt avec ;:ermIssIon. 
ae Lennarz. 'N .J. ïhe Bioc:-:em,srr; of Giycoororems and Proreog,ycans. P1enum Press. 1980J 
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- 0-Elyco sidi~ue_lié _ à_la_sérine_ou_à 

! a thré o nine . ( 25 ) (15 ) 

implique les groupements alcools libres des 

résidus sérine et thréonine du polypeptide dans une 

séquence tripeptidique Asn-Y-Ser(Thr), Y étant un 

acide aminé différent de l ' aspa rt ate . 

glucidique le plus communéme nt attaché au résidu 

sérine o u thréonine est le Gal _ N_ Ac .(_serJ 

2ème étape de la glycosylation (Fig .3 ) -.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-.-. 

3 [ManJ Man 
UOP 

@1c~Ac] / ➔ j Glc~Ac] ____ _,_-c..._~ 

[Gic~Ac] MANNOSIDASE 1 @l+Ac ] GlcNAc-TRANSFÉRASE J 

~ GD 

UOP UOP 

3"1=t"1 ➔ 
Gal-TRANSFÉRASES 

SA-TRANSFÉRASES / 
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La séquence de réactions enzymatiques qui 

se dé r ou 1 en t dans 1 e Go 1 g i et m o d i f i e.n t 1 a p a r t i e p o 1 ·y -

saccharidique des glycoprotéines, protéoglycans et 

glycosaminoglycans est à ce jour bien connue, sur~out 

en ce qui concerne les protéines N-glycosylées. 

Le processus de traitement des protéines N 

liées commence dans la lumière du reticulum endoplas­

mique par la fixation grâce au dolichol d'un poly­

saccharide unique sur l'asparagine de la glycoprotéi ne 

en formation . Ce polysaccharide possède 14 molécules 

de sucre 2 GlcNAc, 9 mannoses et 3 glucoses. Avant 

que les protéines ne quittent le reticulum endoplasmi­

que, les trois résidus glucoses (et peut-être un ré-

sidu mannose) se détachent rapidement ensuite, 

les protéines sont transférées dans des vésicules 

jusqu'à l'appareil de Golgi. (6) 

Après avoir quitté le r;ticulum endoplasmi­

que, les divers types de glycoprotéines bordant la 

face CIS d'un empilement de l'appareil de Golgi por-

tent toutes le même p olysacc h aride. Cependant, 

une fois à l'intérieur de l'empilement, les protéines 

destinées_aux_lysosomes sont reconnues et sont pour­

vues d'un groupement phosphate fixé en position 6 

sur un mannose. Elles ne subissent guère de modifi-

cations ultérieures. Les protéines porteuses de 

l'étiquette "phosphate" sont capturées par un systè me 

de récepteurs spécifiques et emballées dans des 

vésicules qui vont fusionner avec les lysosomes. 

Le ou les récepteurs à mannose 6P existent au 

niveau du Golgi Cis et Trans . 

Les protéines destinées à la sécrétion ou 

à la_membrane_Elasmigue sont transformées plus radi-

calement. Une telle modification résulte de la 

perte de la plupart de leurs résidus mannoses, perte 

qui se déroule en deux étapes . D'abord, une enzyme 

appelée mannosidase I enlève 3 molécules particuliè-

res de mannose à la protéine. Si le processus 
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s'arrête là, l a g lycopr o téine est appelée glycopro-

téine à !! ~ !:: .!: _ !!.1~ !! !! ~ ~ ~ ~ (étape D Fig 2) Si 1 e pro ces sus 

continue ,Une enzyme appelée Glc Nac transférase I attac h 

une molécule d e GlcNac à l 'un e d es mann oses restants 

puis l ' enzyme mannosidase II e nlève e n core 2 résidus 

mann oses et l' e nzyme Glc Na c transférase II ajoute 

une autre molécule de Glc Nac. A la fin du proces-

sus, d'autres enzymes ajo utent du galactose . Enfin, 

une addition d'acide siali que termine la séquence 

oligosacc haridiqu e ~~~El~~~ de la glycoprotéine . 

(éta p e J d ans fig . 2 ) . 

La vitesse d e la g l ycosyla ti o n es t mise en 

évidence par l'utilisation d'isotopes radioactifs 

o n p eut vi sualiser p ar a ut ora di ogra phie le pas sage 

d'une glycopro t éine d epuis sa formation a u niveau 

du réticulum endo pla s mique jusqu'à sa sécrétion a u 

niveau de la membr a n e . Si o n marque au tritium les 

aci d es aminés const itu ant d e la p roté in e, o n co nst a­

te qu' après trois minutes, celle - ci se situe a u niveau 

de la membrane du réticul um e nd oplas miqu e . (10) 

Les protéines so nt alors e nc apsulées d a n s 

une vésicule de transport co n stituée d'un fragment 

de 1 a membrane du réticulum . 

Après 20 minutes, les vésic ule s ont fusion-

né avec la membrane de la ci t er ne du 

l'appareil d e Golgi . 

côté Cis d e 

Après 90 minu tes, l e Golgi b ourgeonne du 

côté Trans et les protéines so nt retrouvées dans les 

gra nul es d e sécrétio n. 

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



3 minutes: 
silver grains over the E A 

20 minutes: 
silver grains over the 

Golgi apparatus 
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90 minutes: 
silver grains over 

secretory vesicles 

Les Erotéo~lycanes sont aussi des protéi­

nes comportant des chaînes oligosaccharidiques liées par 

covalence à leur squelette polypeptidique, mais les 

oligosaccharides diffèrent chimiquement et en abondance 

de ceux liés aux glycoprotéines . Les chaînes 

d'oligosaccharides des protéoglycanes possèdent des 

segments saccharidiques répétitifs qui renferment 

- une glucosamine ou galactosamine 

- un acide uronique (sauf pour le 

sulfate du kératane) 

- ils contiennent presque tous un 

groupe sulfate soit sous forme 

0-ester ou sous forme de N-sulfate 

(à l'exception de l'acide hyaluro­

nique) 

ils ne contiennent en principe pas 

d'acide sialique. 

( 1 5) 

ün peut distinguer 7 types de polysaccha­

rides, attachés de manière covalente aux polypeptides 

des protéoglycanes, différents par leur composition en 

monomères, leur liaison glycosidique, la quantité et 

l'endroit de leurs substituants sulfatés. Tous, 

sauf l'acide hyaluronique, renferment des glucides sul­

fatés . 

----------------
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Acide hyaluronique: 

Chondroîtine­
sulfates: 

Kératane-sulfates: 

Héparine et 
héparane-suffate: 

Oermatane-sulfate: 

dl.• dl.J dl.• JI.J !1 . • 

- GlcU.-\ - GlcNAc - GlcU.-\ - GlcNAc -

~ GlcUA ~ GalNAc ~ GlcUA ~Gal~ Gal~ Xyl ~ s~r 

1 
-+- ou 6-sulfate 

• 

12 

. ~>"'~ GlcNAc - Asn (kératane-sulfate 1) 
V\'-tl~"'_:. ...... 

a1,,1 Jt.J t'1,f JI.J '-.,. .,. 

- GlcNAc - Gal - GlcNAc - Gal. 1 

1 1 ---~--
6-sulfate 6-sulfate 

6-sulfate 

"GalN Ac ...::_ Thr(SerJ (kératane-sulfate 11) 

1 
Gal-Nana 

•• • 01 . , 1 •• · • a1., •• ·• S'I.J 51.J n ., · • 
-· Id UA - GlcN - GlcUA - GlcNAc - GlcUA - Gal - Gal - Xyl - Ser 

1 1 
2-sulfate SO, ou Ac 

~ Id UA~ GalNAc ~<:ilcUA ~ GalNAc ~ GlcUA ~Gal~ Gal~ Xyl ~ Ser 

1 1 
2-sulfate 4-sulfate 

Fig 4 
. Résumé des structures des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes. (GlcUA. acide o-glucuronique; 

ldUA. acide L-iduronique ; GlcN. o-glucosam1ne; GalN. o-galactosam1ne ; Ac. N-acetyle ; Gal. a-galactose; Xyl, o-xyiose; 
Ser. L-sénne; Thr. L·threonine; Asn. L•asparagine; Man. a-mannose; Nana. acide N-acétvlneuram,nique.) Les structures 
sommaires ne sont que des représentauons qualitatives; par exemple. elles ne reîlètent pas la composition de l'ac:de 
uron,aue des polysaccnandes hyondes tels que l'hepanne et le dermatane-sulfate qui contiennent à la fois de l'ac:de 
L-iduronique et de l'acide o-glucuronique. Il ne faudrait pas non plus penser que les substituants indiaués sont tou jours 
présents ; e.g .. la plupart des res1dus d'acide 1duronique dans l'hepanne transportent un groupement 2-suifate. mais une 
proportion beaucouo plus oettte de ces résidus sont suIîatés dans le dermatane-suIfate. (Léaèrement modifié et 
reproduit. avec permIssIon. de Lennarz. 'N.J . The Biocnem,srryof Giycoprorems ana Prorecglycans. Plenum Press. 1980.) 

La formation des p oly sa ccharide s util ise 

des voies à peu près similaires à cel les responsables 

de l'attachement et de la croissance des chaines 

ol igosaccharidiques des glycoprotéines N liées. 

Une UDP-XYL transférase attache 1 XYL du 

glucide nucléotidique à la sérine pour former la 

liaison 0-Glycosidique Xyl-Sér, ceci p ou r les voies 

de glycosylation 2, 4, 5 de la fig-4 Une UDP-

Gal-N-Ac transférase semblable intervient probablement 

dans la formation de la liaison 0-glycosidique entre 

Gal-N-Ac et la sérine (ou la thréonine). (Voies 1 et 3 

de la fig. 4 ) . Il est quasi certain que la liai-

son N-gl yco sidique entre Glc-N-Ac et l'azote de la 

fonction amide de l' Asn implique le dolichol -P-P (voie 3). 

Le processus d'él o ngation de la chaine fait interve-

nir les sucres nuclé osides diphosphates agissant 

comme donneur . 
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Ici la terminaison des protéoglycanes 

résulte de la sulfatation des glucides et de la 

progression du polysaccharide particulier loin du 

site dans la membrane où s'effectue la catalyse . 

Cette addition est particulièrement impor­

tante pour les mucopolysaccharides des cellules 

épithéliales, gastrointestinales et des c h ondrocytes. 

( 8 ) • 

Il est à noter que les groupements S04 

peuvent marquer non seulement les protéoglycans 

mais aussi des stéroïdes, les phénols, les dérivés 

tyrosines et les lipides. 

Deux étapes interviennent dans l'addition 

de groupements S04 aux chaînes oligosaccharidiques 

(8) formation de composés possédant d es groupes 

sulfates actifs . L'activation du sulfate 

nécessite des ATP et deux types d'enzymes 

ATP sulfurylase catalyse la réa c tion entre 

ATP et S04 

1 
Adénosine - 5 ' - phosphosulfate (APS) 

l 
3 ' - phosphoadénosine APS-phosphokinase 

- le sulfate activé est transféré à la moléc ul e 

acceptrice par une deuxième classe d'enzyme 

les ~ulfotransférases . (15) 



Remarque __ 14 

Les Erotéo~l~cans de PM 2 5 x 106 daltons s'agrègent 

en complexes qui peuvent être de PM 50 x 106 daltons 

Ces agrégats s'intercalent dans la substance fondamentale 

entre les fibres de collagè ne ( 15 ) 

P!IOT'ENECENTRAU 

Remar_g_ue_i 

Les sl~cosamino~l~cans sont des structures oligosacchari­

diques qui ont été enlevées du squelette prot éique du 

p r é c u r s e u r p r o t é o g 1 y c a n e • ( 1 5-) ( F i g • 5 ) 

serine 

Fig 5 

1 

c=o 
1 

H-C-CH2-0 
1 

H-N 
1 

core protein 

galactose galactose 

n 

link trisacchar ide glycosam inoglycan 
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eg: ferritin 
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Retrait, réutili sa ti o n et - - - - - - - - - - -
membrane 

Le tr afic est ce ntrifuge et ce ntripète . 

Lors de la synthèse et de l'ex ocy t os e, il est dirigé 

vers l'extérieur l ors de l'endocytose, il est 

dirigé vers l'intérieur de la cellule . TOUTES l _es pr o -

téines de membranes d ' une cellule d'eukaryote sauf celles 

des mito c h o ndries et des peroxys o mes trouvent leur 

o rigine dans le réticulum endoplasmique et acquièrent 

leur individualité par un processus de différenciatio n 

complexe au cours duquel des vésicules bourge o nnent 

du réticulum end o plasmique et fusionne n t avec le 

Golgi (Fig . 

C'est le Go lgi qui occupe la place 

centrale dans le tri des composants membranaires et 

les adresse au Golgi, à la membrane plasmique, au 

l y sos o me, aux granules de sécrétion et peut-être à 

l'enveloppe nucléaire . 

La distribution se fait probablement 

par des vésicules qui b o urgeonnent aux extrémités des 
citernes . 

Ce mouvement de membranes s'accompagne 

donc pa r un retrait tout à fait sélectif de certains 

composes de la membrane du r é ticulum d'abord, du Golgi 

ensuite ou peut-être même des différents saccules . 

La composition o ligosaccharidique d'une 

glycoprotéine dans une vésicule porteuse est la 

mémoire moléc ulaire du dernier compartiment cellulaire 

auquel la glycoprotéine a été exposée . Qu'est-ce qui 

r ég ule le mouvement de ces vésicules et leur spécificité 

de telle sorte que c haque co mpartiment intracellulaire 

garde son individualité ? Il a été suggéré que 

l'initiation serait liée à l'accrochage d ' un " coa t " 

à l'extrémit é des ci ternes de Golgi s uivi du 
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bourge o nnement de vésicules ( à l'intervention de 

protéines ou cytosol et ATP) mais qu'est-ce qui 

détermine la fusi o n de ces vésicules d o nneuses avec 

la membrane acceptrice ? Quels sont les récepteurs 

responsables de la spécificité des interactions ? 

Toutes questi ons qui restent o uvertes. 

Au cours du mouvement centripète, 

lors de l'endoc y tose, les mouvements membranaires 

sont aussi tout aussi importants. Ils ont été 

mis en exergue par le fait que les macrophages inter­

nalisent, pendant le processus d'endocytose, 

jusqu'à 200 % de leur surface membranaire par heure . 

Il est certain que la synthèse ne peut compenser 

cet influx de membrane et qu'un retour des membranes 

internalisées vers la surface s'impose . L ' endocy-
tose par récepteurs fait intervenir plusieurs 

compartiments membranaires 1 e 1 i g a nd p a s s e d e 1 a 

membrane plasmique ou des régions spécialisées de 

celle-ci par les endosomes ou réceptosomes, pour 

aboutir aux lysosomes. Le récepteur est soit 
recyclé à partir de l'endosome vers la membrane 

plasmique ou détourné vers l'appareil de Golgi où il 

serait réparé avant de rejoindre la membrane plasmi-

que. (Fig . 7 ) ( 14) 

Mode de 

Deux modèl~ ont été proposés pour ex­

pliquer comment les glycoprotéines traversent l'appa­

reil de Golgi: (6 ) (32). 

Première_hy2othèse la progression des citernes. 

Une nouvelle citerne se forme lors de 

la fusion des vésicules provenant du réticulum endoplas­

mique avec la face Gis d'un empilement et la citerne 

néo-formé progresse vers 1' intérieur de l'empilement. 
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A mesure que d'autres citernes se forment sur la 

face Cis, la citerne se déplace à travers l'empile-

ment. Au cours de sa progression, les activités 

bio chimiq ue s se modifient et la citerne assume 

successivement les : onctions de3 3 compartiments 

arrivée sur la face Trans, la citerne se fragmente 

en vésicules qui conduisent les protéines à destina­

tion. 

~ 1 . membrane p asmique 

lysosomes 

gr an u 1 es 'de s.écr.e.t.io.n 

Cette hypothèse est abandonnée à 

l'heure actuelle . 

Seconde_htEothèse le transfert vésiculaire . 

Les glycoprotéines sont transportées 

d'un compartiment au suivant par des vésicules 

formés par b ourgeonnement de la membrane des citernes . 

Jusqu ' à une date assez récente, 

l'hypothèse de la progression des c it ernes était la 

plus généralement a dmi se . Cependant, le saut d'une 

protéine d ' un empilement de Golgi à l'autre et l'in-

dividualité de la composition encymatique des 

citernes sont manifestement incompatibles avec cette 

hypothèse . Les glycoprotéines sont donc proba-

blement transportées d'un compartiment au suivant 

par des vésicules. 
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C'est PERRANCITO qui a spécialeme nt 

exploré le phénomène de replication au niveau de l'appa-

reil de Golgi. Il constate que la division de l ' appareil 

de Golgi ne correspond pas jusqu'à un certain point 

à la division cellulaire . A cette division de ·1•orga­

nelle, il donne le nom de dictyocinèse. L'appareil de 

Golgi se subdivise e n plus petites unités lesquelles 

sont appelées dictyosomes. 

duction par 

l ' organelle 

En 19 5 7, GATENBY a proposé la repro­

peut que fission, par fragmentation. 

se divise différemment dans 

I 1 se 

les différents 

types de cel lul es ou étapes de développement mais 

c'est une str u cture complexe incluant la différentiation 

d'une face par rapport à l'autre . Sa replication se mbl e 

inc lur e quelques principes complexes de l'organisation 

cellulaire . On ne peut donc pas se limiter à l'hypo-

thèse de la fragmentation . 

En 1969, BROWN et en 1971 MOLLENHAUER 

émettent l'hypothèse que l'organis~tion de l'envelop­

pe des citernes proviendrait de l'extension de membranes 

provenant d'autres régions cellulaires . 

En 1965, BROUCK a proposé que 

l'enveloppe nucléaire et le RER seraient la source des 

citernes proximales. 

origine nucléaire. 

Le RER aurait lui-même une 



Fig 7 bis 

GOLGI 
COMPLEX 2 

PLASMA 
MEMBRANE 

SECRETORY 
VE SICLE 

\,. 

! 

EXTRA CELLULAR 
SPACE · 

Terminal stages in the processing of a secretory glycoprotein in the Golgi appa­
ratus . (I) The parti ail y processed glycoprotein is transported to the Golgi apparatus for 
elongation (see Figure 1). GlcNAc-transferase I (Gn-T I) adds a GlcNAc residue to the 
oligosaccharide. (2) Two more mannose residues are removed and GlcNAc-transferase II 
(Gn-T II). fucosyltransferase (FUC-T). galactosyltransferase (GAL-T). and sialyltransferase 
(SIAL YL-T) complete elongation. (3) A secretory vesicle transports the completed glyco­
protein from the Golgi apparatus to the plasma membrane. Membrane fusion occurs. 
followed by secretion of the glycoprotein. Abbreviations: Gn, N-acetyl-D-glucosamine; •· 
GlcNAc; O. Man: .l. Fuc; O. Gal; ■. sialic acid. 

- ------ - --------
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(Fig 7 bis ) 

La plupart des marqueurs du Golgi connus 

jusqu ' à présent sont en relation avec le processus de g l y ­

cosylation des protéines elles-mêmes synthétisées dans 

le réticulum endoplasmique rugueux . 

- DANS LA PARTIE GIS 

La mannosidase I a pour rôle de retirer les mannoses des 

glycoprotéines ( 6) . 

La N-Acetyl glucosaminyl phosphotransférase transfère 

une N-Acetyl glucosamine sur u n mannose resta n t de la 

chaîne oligosaccharidique . 6) 

Phosphodiesterglycosidase 

NADH cyt C réductase / jo u e l e rôle d e couple redox . ( 43 ; 

Nucléoside diphosphate phosphatase dégrade l' UDP 

relaché suite au transfert de galactose d e l ' UDP - Gal aux 

glycoprotéines naissantes (. 1 ) . 

Phosphodiestérase clive l -1 N-Acetyl glucosa mine à 

partir du mannose-6-P . 

- DANS LA PARTIE MEDIANE 

Glc-N - Ac transférase 

(3 1 ) • 

transfère le Glc-N-Ac sur le 

mannose restant de la chaîne oligosaccharidique nais­

sa n te ( 6 ) . 

Mannosidase II enlève encore 2 mannoses (6 ) . 

Fucosyl transférase 

naissant ( 6) . 

- DANS LA PARTIE TRANS 

transfère du fucose au polypeptide 

Galactosyl transférase cfr schéma ci-contre . 

Sia l yl transférase cfr schéma ci-contre . 

Thiamine pyrophosphatase (TTPase) 

à la Nucléoside 

son activité est due 

diphosphatase diphosphatase (UDPase) 

CMPase dégrade le CMP relaché après transfert de 

l'acide sialique du CMP-acide sialique à la chaîne 

oligosaccharidique naissante (6 ) . 

Phosphodièstérase cfr ci-dessus . 

pH aux environs de ( 4 ) . 
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1 ) L e s _.e_ r o t é i n e s 

Sur gel d'électrophorèse de polyacryla­

mide SOS jusqu'à 40 bandes peuvent être mises en évi-

dence Leurs poids moléculaires s'échelonnent entre 

10 000 et 300 000 . ( 13 ) . 

Aucune bande ne compte plus de 5 % du 

total. 

Les principales bandes ont un p oids 

moléculaire de 210 000, 130 000, 80 000, 70 000, 

67 000, 45 000, 43 000, 38 000, 30 000, 20 000 . (16)(13) 

Sur membranes de Golgi purifiées, après 

l'utilisation de cyclohexi mid e qui va vider le Golgi 

de tous les produits de sécrétion, on peut mettre en 

évidence 4 protéines majeures de poids moléculaire 

de 115 000, 83 000, 67 000, 50 000 . 11 semblerait 

que ce soient les protéines les plus abondantes de 

la membrane de Go 1 g i . ( 3 4) 

Le poids moléculaire de la galactosyl 

transférase se situe généralement entre 35 000 et 

55 000 daltons et l a valeur la plus représentée est 

de 50 000 dalt o ns . Cette différence de poids molé-

culaire de la galac t osyl transférase est fonction 

de l ' espèce, de l'origine et de la méth o de de sépa -

rati on des protéines. Par exemple chez l'homme, 

la galactosyl transférase du sérum, par la technique 

de filtration sur gel le PM se situe entre 70 000 et 

75 000 a l ors e n SOS-PAGE il est de 49 000 . 

Par con tre chez le rat, au niveau du foie, en SDS ­

PAGE, il est de 67 000 daltons alors qu'en équilibre 

de sédimentation il est de 48 200 daltons . (17) 
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Le récepteur des enzymes lysosomaux 

possède un PM de 215 000 daltons. Sa situation au 

niveau du Golgi reste encore fort discutée 

BROWN et FARQUHAR ( 44 )le localisent au niveau du 

Golgi GIS, d'autres cherc h eurs le localisent dans la 

partie TRANS et parfois dans les deux parties. (18) 

Les sialyltransférases sont restreint~s 

à un système d'interconnection consistant aux 

citernes TRANS du Golgi et un réseau tubulaire TRANS. 

Deux protéines ont été identifiées comme étant des 

sialyltransférases et correspondent aux poids molécu-

laires de 41 000 et 47 000 daltons. ( 2 8) 

2) Les_liEides_du_Golgi ( 1 1 ) 

Les composés lipidiques de l a membrane 

de Golgi sont nécessaires dans 1~ processus de gly­

cosylation et de sécrétion, le transport intracellu-

laire et la fusion de membrane. On peut relever 

la présence de glycérophopholipides, sphingomyéline, 

c h olestéro l et ubiquinone en grand pourcentage (voir 

tableau). La vitamine A est aussi un lipide présent 

de la membrane de Golgi mais elle se retrouve cepe n­

dant dans un grand nombre de fractions subcellulaires . 

Récemment, on lui a attribué une fonction dans la mem­

br ane en rapport avec la glycosylation des glycopro-

téines ( 11). Le cholestérol apparait être en pr o -

portion plus élevée dans le foi~ que dans d'autres 

organes, ceci serait à mettre en relation avec les 

propriétés sécrétrices du foie. (i l est à noter ce ­

pendant que la plus grande proportion de cholestérol 

se retrouve dans la membrane plasmique 

Tableau 
Pr o téines ---------

lipides phosph o rylês 51,3 µg/mgr 

glycérophospholipides phosph orés 47 fg/mgr 

ub iquinone 7, 5 jJg/mgr 

vitamine A 4,9 µ g/mgr 

ph os ph o re total 77, 6 fg/mgr 

----------
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3) Les_EhosEholiEides_de_la_membrane_de_Golgi (11) 

(voir tableau) 

Les phospholipides sont les constituants 

principaux des lipides de membranes. 

Ce groupe de lipides contient du phosphore sous forme 

d'acide phosphorique. Ils contiennent 2 molécules 

d'acides gras estérifiant le premier et le d e uxi ème 

hydroxyle du glycérol, alors que le troisième hydroxyle 

forme une liaison ester avec l'acide phosphorique. Un 

groupe alcool estérifié par l'acide phosphorique est 

localisé sur la tête polaire de la molécule de phospho-

lipides. D'après l'alcool terminal, on a différents 

types de phospholipides. 

con ti ennent du glycérol . 

Tous, sauf la sphingomyéline, 

Les proportions de phospholipides présents dans le Golgi 

ont été estimés par (11) s ur le foie de rat 

Tableau 

phosphatidykholine 

phosphatidyléthanolamine 

sphingomyéline 

phosphatidyl Inositol 

phosphatidylsérine 

composés lyso 

Indétermi nés 

Protéines ---------
109,6 ;igr/mgr 

40,4 ugr/mgr 

15,3 ,ugr/mgr 

16 pgr/mgr 

5,4 /Jgr/mgr 

6,9 /Jgr/mgr 

2 , 6 1 pgr /mgr 
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I I . LES ANT I CORP S MO NOC LONAUX 

La pr o priété fondamentale des anticorps 

e st leur "SPE CI FICI TE" induite par les anti g ènes co rresp o ndants . 

Un s é rum n o rmal co nti e nt une diversité da n s des 

j proporti o ns var ia b 1 es , mais par 

mal f ormera de grandes quantités 

alors une part imp o rtante de ses 

d'antico r ps 

immunisati o n intensive, un ani -

d'anticorps qui 

immunoglobuli n es 

c o nstitueront 

s é ri q ues, 

dont la c o ncentrati o n gl o bale sera f o rtement ac crue . 

II . l . ~~~ - anticorps_~~-gén é ral Fi g . 8 (40) (9 ) 

Les immun o g l obulines s o nt c o nsti t uées de 

4 chaines p o l y peptidiques deux chaines légères (L ) de 

21 0 à 220 a . a (de 2 5 000 dalt o ns) ass oc iées à une paire 

de c haines l o urdes d'envir o n 45 0 a . a ( de 5 0 à 77 000 

dalt o n s) . 

La f o rmule générale est H2L2 . 

Des ponts disulf u re s rel i ent les c h aines 

entre elles. 

Fig 8 

sues 
ae ha,son 
à r anugene 

1 

pont 
aisulfure 

1 --chaine Iouroe 
450 résidus 

chaine 
ohgosaccnaridique 

chaine légère 
212 res1dus 

Structure de base d'une lgG. Les rég ions N-terminales des 
chaînes lourdes (H) et des chaines lègeres (L) sont caracténsées par 
des séouences vanables (V)aopelées respectivement régions V et VL. 
Le reste de la molécule a une structure relat ivement constante. ta par­
tie constante de la chaine légère est aopelée région C, . La partie cons­
tante de la chaine lourde comprend 3 régions différenles : Ci; 1, CH2 et 
C"'3. Ces régions globulaires. stabilisées par des oonts disulfures 1ntra­
caténa1res. sont apoelées «domaines». Les 2 sites de liaison à l'an11-
géne sont localisés dans les domaines variables. La région charnière. 
segment mal défini de la chaine lourae . est locaiisée entre c,..1 et C..,2 : 
la flex1b1lité de cette zone permet des variat ions de distance entre les 2 
sues ae liaison à l'antigène. leur assurant a1ns1 une ,naépendance ooe­
ra tionne lle. Les chaines polysacchandiques sont attachées au 
doma1ne C~ . 
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La fonction spécifique de liaison à un 

antigène est localisée à l'extrémité de chacune des 

branches de cet Y. Les immunoglobulines sont bivalentes 

ce qui veut dire que chaque extrémité de l'Ig va recon­

naître un déterminant antigénique identi que. 

Il existe au niveau de la partie N 

terminale une zone de 107 à 113 aa varia bl es qui est 

constituée de 3 séquences appelées "zones hypervariables". 

C'est elle qui va déterminer la spécificité de l'anti­

corps pour son antigène . 

Le reste constitue la partie constante . 

Il existe plusieurs types de chaînes H :4 , t ,fa, , S,'bqu i 
correspondent aux Ig A, G, M, E et O. Les chaînes 

légères peuvent être de deux types soit chaînes K (kappa), 

soit lambda. 

et non 
Les liaisons covalentes (pont disulfure) 

covalentes permettent une structuration secondaire, 

tertiaire et quaternaire . 

L'action dégradante de certains enzymes 

sur une immunoglobuline Gest représentée à la Fig. 

1 a pepsine clive la chaine lourde en libérant 

les fragments F(ab)2 et pFc Une hydrolyse prolongée coupe 

le fragment central en peptides de faible poids moléculaire. 

La papaîne clive fa molécule dans la région charnière (au 

résidu 224) libérant 2 fragments Fab et un fragment Fe ;la 

coupure ultérieure du fragment Fe libère Fe' 



II.2. ~~~-antigènes_en_général 
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Pour engendrer la production d'anticorps 

par l'organisme, l'antigène doit remplir certaines 

conditions. 

Il est nécessaire que celui-ci possède 

un poids moléculaire suffisamment élevé (? 1 000) et 

au moins deux épitopes. Il doit aussi être assez diffé-

rent du self ( le self étant tout ce qui est pr o pre 

à l'individu). Plus cette différence sera grande, plus 

l'immunogénicité de cet antigène sera marquée. 
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L'antigène doit aussi entrer en co nta ct 

avec le système imm un itaire . Ceci par voie parentérale 

voie intraveineuse, intramusculaire et sous cutanée, 

accidentelle o u expérimentale . 

De manière fondamentale, on peut 

substa n ce é trangère sera immunogène pour autant 

soit reconnue p ar les l y mph ocytes du receveur . 

di_re qu'une 

qu' elle 

être augmenté 

adjuvant, des 

Le p o uvoir imm un ogène d'une 

par ad diti on d'adjuvants . 

substances non antigéniques 

particule peut 

On appelle 

par elles-mêmes 

qui, mélangées à un antigène en augmentent l ' immunogéni-

cité . Le plus communément utilisé est l'ajuvant de 

FREUNDcomplet et/ou incomplet, co nstitué d'un mélange 

d'huiles minérales et de s ub sta~ces particulières dérivées 

d e la p étrochi mi e . 

L'adjuvant de FRELND complet est o btenu par 

adjonction de mycobactéri um tuberculosis tués par la 

chale ur. 

11 . 3 . Les anticorps mono clo naux 
- -

L'intérêt des anticorps monoclonaux réside 

dans l e fait de disposer d'un seul clone comme so ur ce 

permanente d'anticorps d e même classe, d e même affinité, 

dirigée co ntre un seul " é p itope" . C'est ce qu'on 

appelle la spécificité de l ' anticorps mo no clonal . Mais 

celle -ci ne pourr~ jamais être établie de manière absolue 

car il n'est pas possible de tester chaque source alterna -

tive de tissus . La spécificité n e p ourra être é tablie 

que dans le contexte de l'utilisation potentielle de 

l'anticorps. 
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Fusion_et_clonage 

Lorsque l'on injecte un agent immun ogè ne à 

un ani mal, cel u i-ci répond par la synthèse de toute une 

série d'anticorps dirigés co ntr e les diff ére nts épito pes 

de cet antigè ne. Ces anticorps ne fo nt p as néce&saire-

ment partie de l a même classe isoty pi e et n'ont pa s 

nécessaireme nt une affinité semblable .Un sérum est donc constitué 

d'un mé l ange d'anti corps variables. 

Or cha qu e antico rps est fa br i qué p ar un 

clone un ique de lymphocyte B. Par la t ec hniqu e du clo nage 

et dilutions limit es, il est possible d ' isoler s tatistique­

ment une seule cell ul e ( p ar puits d e c ultur e) . 

Mais le s cellules cultivées in vitro ne 

vivent qu e qu el qu es gé n é r a t io ns Il a donc été 

nécessaire de trouver un e méthode qui permette de les faire 

vivre é t ernelle ment . Le problè me fut résolu lorsque 

KOHLER et MJLSTEIN ( q ) eurent l'id ée d e fusionner des 

cell ul es de myélo n e de so ur is a v ec des lymph ocytes B 

issus de la rate d'une souris i mm unisée avec un antigène 

choisi . Les cellules hybrides nées de cette f u sion 

sont a pp elées hy brid o mes . Elles p ossè d e nt à la fois 

le caractère i mm ortel du myélome et la pr o pr iété l y mph o ­

cytaire d e produire des anticor p s s p écifi qu es . 

est possible 

niment et de 

Par la technique d e clonage classi qu e, il 

d'isoler l'hybridome, de le co n server indéfi ­

le multiplier avec la pr o duction de grandes 

quantités 

classe et 

d'anticorps 

l'affinité. 

identiques par la s pécificité, la 
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Principe_de_la_production 

La fusion de 2 types cellulaires est réali­

sée grâce au P E G (polyéthylène glycol), agent actif sur 

les membranes. Le nombre de cellules hybrides est faible 

et il est nécessaire d'avoir un rapport de 10 / 1 -(cellu­

le lymphocytaire sur cellule cancéreuse) pour obtenir 

des résultats valables. 

Après fusion, il est nécessaire de pouvoir 

éliminer tout ce qui n'est pas hybride. On utilise donc 

des cellules myélomateus~s défectives pour un enzyme inter­

venant dans une des voies accessoires de synthèse de 

l'ADN HGPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl trans-

férase) et/ou TK (thy midin e kinase). 

substance bloquant la voie majeure de 

En présence d'une 

synthèse des nucléo-

tides (aminoptérine), seules s ub sistent des cellules qui 

possèdent les enzymes de ces deux voies de remplacement . 

Dès lors, dans un milieu HAT (hypoxanthine + aminoptéri­

ne + thymidine ), les cellules résultant de la fusion d'un 

lymphocyte normal et d'une cellule my~lomateuse défective 

pourront survivre grâce à l'apport enzymatique d'origine 

lymphocytaire. Tandis que les cellules myélomateuses 

non fusionnées auront un blocage non compensé de leur 

synthèse d'ADN , les lymphocytes normaux meurent naturel­

lement après 1 à 2 semaines . 



Production d'anticorps monoclonaux. Les animaux 
(gE!'néralement sou ri s ou rats ) sont immunisés avec !'ant igène. 
Lorsqu ·une bonne réoonse en anticoros est obtenue les lymonocytes 
spléniques sont préparés (les cellules oes nodules lympnoides oeuvent 
aussi être uti lisées). Ces cellules sont fusionnées avec "des cellules 
d'une lignée de myélome par acdition de oolyéthylêne glycol (P=Gl oui 
induit la fusion memoranaire. Seulement une petite oroooruon des cel­
lules fusionne avec succès. Le mélange est ensuite rrns en cu1ture dans 
un milieu con tenant «HAT». HAT est un mélange d 'hypoxantn1ne. am1-
nootérine et thymid ine. L'am1noptêrine est une toxine puissante oui blo­
que une voie métabo1ique. Cette voie oeut être shuntée si la cellule est 
nourrie avec les intermécia1res métaboliques hypoxanth1ne et thymi­
dine. Les cellu les spléniques peuvent pousser en milieu HAT, mais les 
ce llules de myélone ont un défaut métabolique et ne peuvent utiliser le 
shunt. de sorte qu 'elles meurent en mil ieu HAT. Quand la cu lture est 
développée en mil ieu HAT. elle contient les cellules spléniques. les ce l­
lules de myélome et les hybr ides . Les premières meurent naturerlement 
après .1-2 semaines ; les secondes sont tuées oar le HAT. mais les 
hybrides survivent car ils ont l'immortalité des ce llules de myélome et le 
shunt métabol ique des cellules spléniques. Certa ins auront également 
la capacité de produire des anticorps comme les cellules spléniques. 
Tous les puits contenant des cellu les se mult ipliant sont testés oour la 
production de l'ant icoros souna1té (souvent par RIA ou ELISA) et. s ï ls 
sont positifs , la culture est clonée. c ·est-à-dire réoartie oans des cla­
ques de telle sorte qu 'i l n·y ait qu ·une cellu le par ouits. Cela donne un 
clone cellulaire provenant d 'une seule ceiluie souche qui est à la fois 
immortelle et proouct rice o·ant1coros (monoc lonal). 

antigène 

cellules solén,aues 
{HAT rés1s1an1es) 

culture en HAT 

dépistage des puits pcs,tifs 

clones orooucteurs d'anucoros 

myélome 
non secrétant 
(HAT sensible), 
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Les h y bridomes sélectionnés par analyse de 

la spécif ic ité de l' a nticorps pr o duit pourront servir à 

une pr o duction ab o ndante de celui-ci par 2 mé thodes diffé-

rentes soit par croissan~ e en milieu de culture, soit 

par inoculati o n d e s cellules fusionnées à une souris 

hist o compatible dans ce cas une tumeur se développera 

ave c sécrétion de l'anticorps qui p o urra être récolté. 
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II.4. ~~~-anticorps_monoclonaux_dirigés_contre_l'appareil_de_Golgi 

Jusqu'à présent, l'utilisation d'anticorps 

monoclonaux a abouti à l'ide n tification de quelques constituants 

de la membrane de l ' appareil de Golgi . 

En 1982, Daniel LOUVARD (~3) a immu~isé 

des lapins avec du Golgi de foie de rat purifié . Le polyséru m 

obtenu est dirigé contre un simple polypeptide de 135 kD, en 

SOS-PAGE, qui se localise dans la partie centrale du Golgi et 

de no mbreuses vésicu l es coatées . Ce polypeptide semble avoir 

un rôle dans le transport de matériel du Golgi à la surface 

cellulaire . Il serait différent de la Galactosyl transférase 

de foie de rat (PM 46,5 kD) et de la sulfotransférase (PM 43,5 

kD) de rein de rat. Ces poids moléc u laires ont été déterminés 

par chromatographie sur gel . En 1983, TOUGARD et al (21) au 

moyen de cet anticorps polyclonal repèrent la protéine de 135 kD 

au niveau des citernes TRANS, des lysosomes et de la membrane 

plasmique mais pas dans les granules de sécrétion de la membrane . 

BURKE et al (19 ), la même année, ont produit 

un anticorps monoclonal dirigé contre une protéine de même poids 

moléculaire (135 kD) de Golgi de foie de rat. Celle-ci semble 

se localiser au niveau de la membrane, à la lumière des citernes 

du Golgi et au niveau de 1 ou 2 citernes seulement 

En 1982, LIN et al (20) identifient au 

moyen d'un anticorps monoclonal une protéine de 110 kD qui coïn­

cide avec la localisation cytochimique de la thiamine pyro-

phosphate. L'immunofluorescence révèle une structure lamellaire 

et vacuolaire ainsi qu'~ne localisation au niveau de la 

membrane plasmique mais pas à la surface externe de la cellule. 

En 1984, CHICHEPORTICHE et al (24), grâce 

à un anticorps monoclonal dirigé contre le Golgi de cellules 

myélomateuses, identifient 2 protéines de 54 kD et 84 kD qui ne 

sont pas des glycoprotéines N liés mais seraient des protéines 

à oligosaccharides 0-liés. Elles sont localisées dans la 

partie médiane de la pile du Golgi . 
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En 1984, SMITH et al ( ) constatent que 

les souris non immunisées produisent des anticorps dirigés contre 

le Golgi de pancréas de rat et en tirent avantage pour produire 

deux anticorps monoclonaux dirigés contre des protéines inté­

grales de la membrane de Golgi . 

L'anticorps 1 se fixe sur deux bandes de 103 - 108 kD et 

l'anticorps 2 se fixe sur trois bandes 180 - 103 - 108 kD. 

BUT DU TRAVAIL 

Les marqueurs biochimiques les plus 

utilisés jusqu'à présent sont les enzymes marqueurs diverse-

ment localisés dans les citernes du Golgi Mannosidase, Galac -

tosyl transférase, Sialyltransférase et thiamine pyrophosphatase. 

Ils ne peuvent être u tilisés à des fins cytochimiques, sauf 

la thiamine pyrophosphate. 

Il est donc nécessaire pour résoudre le 

rôle central du Golgi dans le trafic vésiculaire existant entre 

les différents compartiments membranaires de faire appel à des 

anticorps monoclonaux qui répondent à cette définition. Un 

anticorps monoclonal présente plusieurs avantages par rapport 

à un polysérum : la nécessité d'éliminer par préabsorption 

les anticorps indésirables est abolie . Il est parfois très 

malaisé d'éliminer les anticorps contaminan~ d'une fa~on 

absol u e ._.,)un polyclonal sera diri ~ ntre 

majeures de la préparation d e Gol i ce ui n'est pas 

pour un anticorps mo c....Lo.. aif Enfin, les monoclonaux sont 

faciles à produire et c~ci en grande quantité. 

Les problèmes sous jacents qui pourraient 

être élucidés grâce à de tels marqueurs sont 1) les transports 

vésiculaires réticulum endoplas miq ue --- Golgi GIS --- Golgi 

Médian --- Golgi Trans etc .•. qui s ' effectuent lors de la 

biogenèse de protéines et glycoprotéi n es et 2) les recyclages 

membranaires qui accompagnent l'endocytose. Des anticorps 
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monoclonaux anti-Golgi permettraient aussi de distinguer 

jusqu'à quel point une membrane est individualisée un 

saccule de Golgi possède-t-il ou non des protéines communes 

à un autre saccule, au réticulum endoplasmique, à la membra-

ne plasmique ou aux lysosomes. Enfin, si l'on arrive à 

produire un anticorps dirigé contre une protéine localisée 

à la face externe du Golgi, celui-ci permettrait de purifier 

par affinité le Golgi en gra nd e quantité. 

L'intérêt des anticorps monoclonaux anti­

golgi serait renforcé par l'utilisation d'anticorps monoclo­

naux anti-lysosomes et anti-membrane plasmique. 

C'est pour toutes ces raisons, que 

nous nous sommes attachés à purifier des membranes de Golgi, 

à produire des anticorps monoclonaux diri gés contre ce lui- ci 

et à essayer de caractériser les antigènes cor resp ondants . 



c---------------------- -- -
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Matériel & Méthodes 

1 . Purification de membranes de Golgi de foie de r.at 

1.1 Pr incipe : 

Cette purification est basée sur l 'equilibration du Golgi à sa 

propre densité~ 1,10 dans un gradient de saccharose discontinu . On part 

de la fraction ML ajustée à la densité de 1,17 au moyen d'une solution de 
saccharose 1,32 . 

Après centrifugation à 25 000 rpm pendant 2,30 heures , le Golgi 

se retrouve à l'interface des fractions de densité 1,14 et 1,07 du gradient. 
On appelle II cette couche du gradient contenant le Golgi et le 

reste est rassemblé en fraction I tandis que II est resuspendu dans du 

saccharose 0,25 Met recentrifugée à 40 000 tours/ minute pendant 40 

minutes ; ceci pour permettre l'élimination du saccharose et replacer le 

Golgi dans un milieu isotonique . 

On obtient la fraction G et son surnageant S2 . G étant la fraction 

purifiée en Golgi quel 'on pourra utiliser pour l'immunisation ( Gi ) et 
pour l'analyse et les dosages (GD) . 

A partir du gradient de saccharose , on obtient donc 4 fractions I, 
II , S2 et GD/Gi 
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Pour obtenir II ML 11 
, on part de 5 foies de rat . 

HOMOGENAT 

E N 

PS ML 

DENSITE 

1,07 

1,14 

1,24 

II I 

S2 G 

Dounce loose 20 fois 

saccharose 0,25 M 10 minutes 

centrifugation à 1700 rpm- 0°C 

1500 rpm 

1500 rpm 

rotor 30 à 20 000 rpm ( 217W2t 

20 ooo· rpm 

centrifugeuse Beckman L5 65 

gradient de saccharose 

7ml 

7ml 

14ml 

7ml 

25 000 rpm 2,5 heures 

rotor SW 28 dans la L2-75 

(centrifugeuse Beckman ) 

dans du saccharose 0,25 M 

pendant 40 minutes à 

40 OOOrpm dans le rotor 

60 TI dans la L5 65 . 

NB :Les solutions de saccharose ont été décrites par MORRE et al 

elles contiennent du TRIS maléate 37,5mM , pH 6,5 , du dextran 

T 500 1 % , au MgC12 5 mM 
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2 EVALUATION DE LA PURIFICATION DU GOLGI . 

2.1 Principe . 

Pour évaluer le degré de purification du Golgi , il est 

nécessaire de doser dans les différentes fractions les enzymesmarqueur 

des différentes membranes . 

Pour calculer le rendement du dosage enzymatique , il est 

nécessaire de calculer la récupération à chaque étape du fraction­

nement . Pour cela on doit comparer: 

E + N = N +ML+ PS 

ML= I + II . 

II =S2 + G . 

H = E + N 

L'enzyme marqueur du Golgi utilisé est la Galactosyl transférase 

Pour quantifier le degré de contamination de G par d'autres mem­
pour la membrane ~lasmiqQ~ 

branes , on a pris la 51 AMPase et la phosphodiestérase alcaline ✓e" t la 

NADPH cyt C réductase pour le réticulum endoplasmique . 

On a ajouté à ces dosages enzymatiques , le dosage des protéines 

On peut calculer l'activité spécifique relative qui nous donne une 

valeur de la purification du Golgi . 

ASR = %d'activité enzymatique dans la fraction par rapport à H 
% de protéines dans la fraction par rapport à H . 
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2.1MESURE DES ACTIVITES ENZYMATIQUE ET DOSAGE DES PROTEINES : 

2.1 La Galactosyl transférase : 

La Galactosyl transférase , enzyme marqueur du Golgi transfère 

un groupe GAL . L 'activité enzymatique se dose par la radioactivité 

comparée lors du transfert d'un groupement Gal marqué au 14c à 

l'ovalbumine ; celle-ci précipite au TCA (0°C) glacé sur des · • 

morceaux de papier Watman . 

UDP - Gâl 14c préparation enzymatique * Gal 14c ovalbumine 
+ Ovalbumine 

(uridine diphosphogalactose 37 °C,60' ,pH 6,2 
14 

C substrat) triton XlOO 0,4% 

MnC12 lOmM 

Mercaptoéthanol 30mM 

cpm mesuré au 

compteur . 

L'activité enzymatique est mesurée près lyse membranaire au triton 

2.2 Phosphodièstérase alcaline : 

La phosphodiestérase alcaline est un enzyme marqueur de la 

membrane plasmique . En présence du substrat , le thymidine 5' 

monophosphate paranitrophenyl diester, à 25°C durant 30 minutes , 

l'enzyme hydrolyse la liaison entre la thymidine 5' monophosphate et . 

le paranitrophenyl et libère le paranitrophénol coloré en jaune en 

milieu alcalin . 

THYMIDINE 5'monophosphateparanitrophényldiester 

(substrat 

THYMIDINE 5' phosphate 

+ 

0,75mM) 

préparation enzymatique à 25°C 

pH 9,6 lür 

paranitrophenol jaune en milieu alcalin . 
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l.3 . 5 'AMPase . 

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

La 5'AMPase scinde un phosphate inorganique à partir 

du 5'amp . 

substrat utilisé 

reaction 

5'AMP pH 7 ,5 · 

lA. La NADPH cyt C reductase . 

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

0 
. Il 

HO-,,-OH 

0 
H 

A 1 'interventionde 1 'enzyme , le NADPH s-ous forme reduite,réduit 

le cyt C en s'oxydant 

d'absorption à 550 nm 
Le cytochrome C réduit présente un maximum 
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-t C~ tzxhrome C. 

o,cvdé. 

1-ctt,_ 
O=P-o 

I OH 

0 

I 
O==P-0 

1 0 

H 

0 

~ 
OH 0-P-O 

) 
0 

2,5 . Les protéines . 

-------------------
Dénaturation des protéines par NaOH 0,5 N • Les groupes tyrosines 

réagissent avec le réactif de Folin en donnant une coloration bleue . 

( le tryptophane donne aussi cette coloration ).Extrêmement sensible • 

On mesure 1 'absorbance à 540 nm. 
, 

La mesure del 'absorbance en même temps que les echantillons ,d'un 

étalon serum albumine à 400 ug _par ml servira à déterminer la concen~ · 

tration en protéines par gramme de foie de chacun des échantillons 

étudiés • 



39 

3 , PURIFICATION DE LYSOSOMES ET DE MEMBRANE LYSOSOMALE DE FOIE DE RAT 

3.1 . PRINCIPE : 

Les lysosomes de foies de rat sont obtenus par centrifugation 

isopycnique de la fraction mitochondriale légère . 
~ 

Un gradient isopycnique est un gradient de densité ou 1es par-

ticules sont centrifugées jusqu'à ce que leur densité soit égale à 

celle du milieu , de telle sorte que la vitesse de migration de la 

particule dans le champ centrifuge tende vers O .La densité de la particul e 

varie selon le milieu utilisé . 

Ce dernier dans ce cas particulier est le Nycodenz . 

Les solutions de Nycodenz et de saccharose à densités égales 

n'ont pas la même osmolalité .Une solution de Nycodenz est hypotonique 

par rapport à une solution de saccharose de même densité . Par conséquent 

les lysosomes et les mitochondries qui possèdent un espace osmotique vont 

s'équilibrer dans une région de plus faible densité dans un gradient 

de Nycodenz (comparé à un gradient de saccharose ) . Les peroxysomes 

ne possèdent pas d'espace osmotique leur densité d'équilibration sera 

identique dans Tes deux milieux .De plus , les mitochondries soumises 

à une forte pression subissent une modification de la perméabilité de 

la membrane interne , leur densité sera plus élévée . Ceci permet une 

meilleure purification des lysosomes que dans un gradient de saccharose . 

-- - - ---------
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Pour obtenir la fraction mitochondriale légère , il faut passer par 

différentes étapes générales d'un fractionnement 

HOMOGENAT 

~ 
NM LPS 

PS L 

Sl 
.L 
S2 
J.. 
S3 
J, 
S4 

patter 2500 rpm ,saccharose 0,25M 
filtrer 0°C 

à 12 500 rpm 0,16 w2t rotor 30 0° ( 
12 500 
12 500 

20 000 rpm rotor 30 
0°C 

sur gradient isopycnique 

6 ml 
7 ml 
6 ml 

12 ml 

2 heures au rotor SW 27 
0°C 

I 
Lysosorne.s= II 

lysosomeSdialys~l nuit à 0°C dans 
5 Litres de Na HC03 I mM 

milieu hypotonique 

Cl+ H20 
j, 
C2 + NaCl 0,15 M 
J. 
C3 + NaCl 1,15 M 
l 
C4 + NaCl 0,15 M 

MEMBRANES DE LYSOSOMES 



Nous obtenons 11 fractions 

0 H = cellulès intactes 

0 NM =enrichies en noyaux et mitochondries 

0 L = enrichies en lysosomes , peroxysomes et mitochondries . 

0 PS = fraction microsomale : membrane plasmique , Golgi ,vésicules et 
cytoplasme . 

0 2 fractiàns de lysosomes intacts lgradients> 
I = peroxysomes + mitochondrie 
II= fraction lysosomale intacte 

0 5 fractions 1 ors de 1 a lyse de 1 a membranE. lysosoma le. 
4 surnageants Sl S2 53 S4 

.1 culot = la membrane lysosomale 

N = NM + L + PS 

L=I+II 
I I= Mb + Sl + S2 + S3 +-s4. 

3 ,2 . MESURE DES ACTIVITES ~ENZYMATIQUES ET DOSAGE DES PROTEINES 

1 . PHOSPHATASE ACIDE . 

cH2□H 
1 ,.....CH pH s 
CHC-P=C 

1 'OH 
:37°C 

CH2 CH 

triton X 100 

CH2CH 
1 

CHCH 
1 i= i T 

1 
CH2 CH 

dosage colorimétrique du 

phosphate inorganique 
Absorbance à 65 o nm . 
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L'activité totale , après lyse membranaire au triton X 100 est calculée, 
en umole de phosphate inorganique libéré par minute et par gramme de foie . 



2 . : Galactosidase . 

C!-!? O'i 

HO Q-0-0- r:o2 
OH 

OH 
P.nitrophényl-~-D­
g alact_opyranoside 

substrat 

préparation enzymatique 

37°C pH= 3,6 
t:-iton XlOO 

42 

H{2H 
OH 

.1 absor:,ance à 400 nm 

coloré en jaune en milieu alcalin . 
L'activité totale , après lyse membranaire au triton X 100 est calculé en 

umole de para nitrophenyl BD galactopyranoside hydrolysé par minute et par 
grammes de foie . 

3 . DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV . 

.-
NH2- CH2 -co- N - CH-CO OH 

1 1 

C~CH2 
'\. I 

CH2 

j::.BC 

+ NH2-oo 
L'enzyme élimine à partir del 'extrémité NH2 - d'un peptide 

deux acides aminés en rompant la liaison peptidique Le substrat 

utilisé ici libère la naphtylamine fluorescente qui peut aussi être 
colorée en bleu sous forme de diazoîque . 
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·4 . Dosage des protéines . 

Due à la présence de NYCODENZ dans les différentes fractions 
avant dialyse , la methode de dosage des protéines par folin s 1 avère être 
inadéquate . 

Pour cela on va utiliser la methode: 1à la fluorescamine . 
Ce furam est 4 Phenyl spiro ( FURAN-2 (3) l 1phthalan 3,3 dione . ce réactif 

agit premièrement avec les amines primaires et forme une subtance intensément 
fluorescente 

0 
Il 111 

La fluorescence est proportionnelle à la concentration en amine 
et est stable quelques heures . pH = 9 
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4 _ PURIFICATION DE MEMBRANES PLASMIQUES . 

1. A partir d'une quantité connue de foie de rat , on prépare un 

homogénat (H) dans un milieu de TRIS 0,005 M ~t 0,15 M KCl ,pH 8 à 4°C. 

On place le foie dans un petit recipient de 50 ml (SORVALL) avec 

du milieu dans des proportions 10 grammes de foie dans 30 ml de milieu. 

On tourne pendant 711 à pleine vitesse puis on homogénise au DOUNCE 

loose 25 fois ; on filtre sur dux épaisseurs de gaze . 

On obtient H que 1 'on centrifuge à 5 000 rpm pendant 15 minutes. 

On décante directement sans lavage . Le culot "Cl "est resuspendu au 

Dounce Loose(lüfois) avec du saccharose 1,33 afin d'obtenir la densité 

de 11 1,205 11 
• 

On réalise alors un grdient discontinu avec différents couches 

de densité décroissante à partir du fond c1 · = 1,205 ; 1,19 ; 1;18 ; 

1,16 . On centrifuge pendant une heure au rotor SW 27 à 27 000 rpm 

La fraction II contenant la membrane plasmique se retrouve à 

1 'interfface des couches de densité 1,15 et 1,18 . Le reste du gradient 

constitue la fraction I . La fraction II est diluée dans HEPES imM pH 8 
. , 

et passée '..a -nultraturax 15 11 à vitesse forte puis centrifugé à 40 000 

rpm au rotor 60 . Le culot C2 est resupendu dans l 'HEPES lmM PH 8 dill. 

On réalise alors un deuxième gradient discontinu .C2 a une 

densité de 1 est déposé au dessus du gradient discontinu , les autres 

densités étant de 1,142 ; 1,155 ; 1,182 . On le fait tourner une nuit 

à 27 000 rpm dans le rotor SW 27 à 0°C . La membrane plasmique 

s'équilibre à l'interface des solutions de saccharose 1,142 et 1,155. 

On dilue la fraction 6 fois avec de 1 'eau glacée et on la centrifuge 

à 40 000 rpm pendant 45 minutes 

Les différents -culots sont rassemblés et resuspendus dans le même 

tampon Imidazole à une dilution de 0,04 ( c'est à dire les membranes 

plasmiques correspondant à 1 gramme de foie dans 0,04 ml ) . 
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PURIFICATION DES MEMBRANES PLAS M I QU C . 

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

HOMOGENAT (H) mixer au Sorvall vitesse maximum 7" à 0°C . 

Sl Cl rotor JA 20 5000 rpm 15 MINUTES à 0°C . 

35 % 5ml 
~ 

38 % 5 ml I 
" 5 ml 2 

23 ml 

2 est dilué 10 fois dans du tampon HEPES lmM 

dilué 6 fois avec tampon 

l 
40 000 rpm 1 heure à 0°C 

S4_JMb4 

pH 8 et mélané à 1 'ultraturrax 15 "à full speed 

Rotor 60 TI 40 000 rpm 60' à 0°C 

s resupspendu dans tampon HEPES lmM 
pH 8 densité 1 

Imidazol lmM pH 7,4 

G2 

DILUTION 0,04 , 

.... 

=--
= 1142 

-t 

= sl,t55 ◄• 

= l,18~ 
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4.2 . EVALUATION DE LA PURIFICATION DE tA MEMBRANE PLASMIQUE . 

Pour cela on utilise différents enzymes de référence : la 51 AMPase , la 
qipeptidylpeptidaseIV et la phosphodièstérase alcaline pour la membrane , 

plasmique . La monoamine oxydase comme enzyme marqueur 'de la membrane externe 
des mitochondries et la NADPH cyt C réductase comme enzyme marqueur du RER~ 
pour calculer le degré de purification , le rendement en 
et la bonne récupération , il faut tenir compte que : 

H = S+C'I,. 

C~ = Gl + Mb"­
Mbi. = S2 + C2 
C2 = G2 + MB2 
Mb2 = S3 + Mb3 

membrane plasmique 
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5 IMMUNISATION DE SOURIS BALB/C PAR UNE PREPARATION DE GOLGI PURIFIEE . 

date A sérum B sérum 

15-09-86 immunisation 1 2 3 4 1 z •3 4 

1 2 3 4 
1-10-86 rappel 1 

10-10-8·6 rappel 1 2 3 4 ~ 
14-10-86 fus i oii 1 [§1 
21-11-86 rappel 2 3 4 

27-11-86 rappel 1 2 3 4 234=@] 
1 2 3 4 

2-12-86 1 2 3 4 

1 2 3 4 

= Œ] 
LEGENDE : 

A huit souris ( 4 mâles et 4 femelles ) ont été immunisées au moyen d 1 une 

èmulsion constituée pour moitié d1 adjuvant de Freund complet et pour 
moitié d1 une préparation de Golgi purifié ( à 1,50 mg de protéines par 
ml )dans NaCl 9 %0 (injection d'environ 5 ul dans les "FOOT PADS 11 ·des 
deux pattes postérieures ) . 

Chaque rappel est effectué en injection intramusculaire au moyen d1 une 
émulsion constituée pour moitié d1 adjuvant incomplet de FREUND et pou~ 
moi.tié d'une préparation de Golgi à 5 mg de protéines par ml dans NaCl 
9 %0 • 

B 4 souris (1 2 3 4) ont été immunisées au moyen d1 une émulsion constituée 

pour moitié d1 adjuvant de FREUND complet et pour moitié d'une préparation 
de Golgi à 5 mg de protéines par ml dans NaCl 9 %0 • 

Chaque ·rappel est effectué en injection intramusculaire au moyen 
d'une émulsion constituée pour moitié d'adjuvant de FREUND incomplet . .. 

et pour moitié d'une préparation de Golgi à 5mg de protéines par ml 
dans NaCl 9 %0 
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6 FUSION DES CELLULES MYELOMATEUSES ET DES CELLULES LYMPHOCYTAIRES . 

1 Principe de Base : 

Le succès d1 une fusion réside dans le fait que deux types de 
cellules ( lymphocytaire et myélomateuse ) mises ensemble , possèdent un haut 
taux de parenté entre elles . Par ce fait , la fusion s 1 effectue à un taux 
suffisament rapide en causant des domages minimum ·aux cellulès . 

L1 agent fusionnant est le polyethylène glycol(PEG). SOUS l'action 
du PEG et salting out , l 1 eau qui se trouvait autour des cellules entoure 
les molécules de PEG et de ce fait les cellules se rapprochent et fûsionnent. 
NB : Les cellules myélomateuses ne produisent pas d1 immunoglobulines . 

2.METHODE : 
Les myélomes qui vont servir à la fusion sont conservéSdans 

de petits flacons à 37°C et 5 % C02. 5jours avant la fusion ,les myélomes 
(SP2) sont placés en grande boite pour leur permettre une croissance exponen­
tielle . 

MILIEU RPMI complet 1640 + glutamine +antibiotique+ 
pyruvate de sodium+ HEPES pH 7,4 
+ 10 % de foetal calf sërum 

récupération des cellules de myélomes - centrifuger à 12 000 rpm 10' 

-V 

Laver le culot dans du RPMI sans sérum 
(2 lavages à 12 000 rpm durant 10 minutes ) 

La rate est prélevée stérilement 
homogénisation au potter dans NH4Cl (8,3 gr/1 ) 
12 000 rpm 10 1 + ~ lavages avec du RPMI incomplet 

le PEG (pur) est autoclavé et placé 
à 37°C dilué VOLUME/VOLUME avec 
RPMI à température du labo . 
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La fusion se fait à partir de lymphocytes B isolés de la rate de 

souris immunisée . 

La fusion se fait en présence de polyethylène glycol à raison de 

1 cellule myélomateuse pour 6 cellules lymphocytaires . 

1 Centrifuger à 1 000 rpm 6 minutes 

fusion par remise en suspension des culots 

8t ) ajouter goutte à goutte 1 ml de PEG : secouer 90 secondes 2. ) Il Il Il Il 0,5 ml de RPMI Il Il 

3 ) Il Il Il Il 1 ml IJ -4 ) Il Il Il Il 2 ml Il 

5 ) Il Il Il Il 4 ml 

1 
Le milieu de fusionest éliminé par centrifugation 6 minutes à 

1000 rpm . l 
Les culots sont remis en suspension dans du milieu complet . 

mise en cultur2 

37°C pendant 3 heures . 
l 
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?CLONAGE ET MULTIPLICATION DU CLONE 

Approximativement 10 à 20 jours après la 

fusion, les hybrides grandissent en colonies dans les 

puits de c ultur e . A ce sta d e , les cultures sont triées 

pour la production d'anticorps et les colonies positives 

sont sélectionnées pour être propagées et clonées Il 

est essentiel de cloner aussitôt que possible pour 

s'assurer qu'une culture donnée contient seulement un 

seul type de cellules et qu'elle ne produit qu'un seul 

anticorps spécifique . Le clo na ge rapide permet d'éviter 

que des cel lul es ne fa briqu ant pas d'antigène ne se 

développent et prennent le dessus par rapport aux hybri­

des, le clonage est réalisé par dilution limite. 

Cette méthode par dilution successive ne 

laisse statistiquement qu'une seule cel lul e viable par 

puits dans la plaque de culture 

a) on compte le nombre de cellules dansun ml 

tu re . 

de cul-

b) lors de la remise en suspension, on reprend 100 µl 

des 1 ml et on complète avec un certain volume de RPMI 

jusqu'à ce que l'on ait statistiquement 10 cellules 

par puits ; (100 ul) 

c) on repart de b) on reprend 100 J.Jl + 900}11 de RMPI 

jusqu'à ce que l'on ait alors 1 cellule par ml et par 

puits 

d) on reprend l?O yl de c) que l'on dilue dans 900 pl 

on doit avoir 0,1 cellule par puits 

Sept jours après le tri initial, les colonies micros­

copiques peuvent être visibles et on p eut doser la 

quantité d'anticorps présents dans l e surnageant . 
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8 DETERMINATION DU TITRE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL ET DE 

------------------------------------------------------
L' ANTISERUM 

La titration de l'anticorps monoclonal 

ou de l'antisérum va donner une mesure de la quantité 

de l'anticorps réagissant avec une quantité d'arrtigène . 

Ceci reflétant l'affinité de l'anticorps pour son anti­

gène. 

Avant de titrer l'anticorps, il est 

nécessaire de titrer l'antigène c'est-à-dire de trouver 

la quantité d'antigène à fixer sur le support pour 

obtenir une fixation suffisante de l'anticorps et ne pas 

utiliser trop d'antigène . 

1er jour 

2ème jour 

3ème jour 

on fixe une quantité connue d'antigène dilué 

dan s Pô, S s u r un s u pp o r t s o 1 i de ( p 1 a que 

Titertek). On les laisse une nuit à 4°c 

on lave l'excès d'antigène grace à l'utilisa-

tion du PBS . On sature la plaque avec du 

P BS/BSA 3 ·% pendant une nuit à 4°c 

on lave à nouveau la plaque avec du PBS. 

incube l'anticorps à la dilution adéquate, 

avec 

heure . 

l'antigène fix~ à 37°C pendant 1 

On lave l'excès d'anticorps . On 

On 

incube avec du Fab pero xydase 1/500 dans du 

PbS/ÉSA 3 % pendant 1 heure à 37°c. On 

D 
~ lave avec- du ~ / tampon citrate H202 

____-is minutes à 37°C et on lit à 405 µm. 
durant 

La saturation avec du BSA/PbS 3 % évite 

l'absorption non spécifique de l'anticorps 

sur la plaque . Ceci en occupant les sites 

libres laissés par l'antigène . 
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On y parvient par biorad protein assay . 

Elle nous donne une idée de la quantité d'antigènes 

r e s t é s a c c r o c h é s a p r è s 1 a v a g e a u PB S • 

On divise la plaque Titertek en deux 

dans la partie supérieure, on réalise 3 dilutions de 

l'antigène (1 par ligne) plus 1 avec PBS, dilué avec 
du PBS. 

du PBS. 
On laisse une nuit à o0 c . On lave avec 

Dans la partie inférieure de la plaque, 

on place l'antigène dans les mêmes dilutions et selon 

le même modèle que ci-dessus sans laver et en plaçant 

du PBS partout dans les 4 lignes supérieures . 

On rel a ve avec du Biorad assay dilué 5 

fois et on lit la mesure à 595 mm 

Test Elisa ------

On utilise comme 2ème anticorps un 

anticorps anti-souris marqué à la peroxydase qui 

donne une co uleur verte qui sera lue à 405 mm . 

H202 + FAb peroxydase + ABTS donne un 
complexe coloré en vert . 

lère_éta_Ee 

fixation du Golgi dilué dans du P0 S 

durant une nuit à o0 c 

Antigène 



2ème _ éta.e_e 

Jème_éta.e_e 

4ème_éta .e_ e 

Sème _ éta .e_e 
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saturation des espaces libres par du 

BSA/PBS 3 % 

0 == BSA 

réaction de l'anticorps avec l'anti­

gène 

== anticorps monoclonal 

fixation du 2ème anticorps 

Fa b peroxydase di 1 u é 1/50 0 ~ 

+ H202 (ta mpon citrate ) ABTS 

lecture de l'absorbance à 405 mm 
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9 Electrophorèse sur un gel de polyacrylamide 

PRINCIPE 

On fait migrer sur un gel acrylamide 

- BIS ACRYLAMIDE ~les membranes solubilisêes contenant 

protéines à sépar2r l'adjonction de sodium dode c yl 

(SOS) au gel, entraîne que les protéines 

selon leur poids moléculaire plutôt que 

sulfate 

migrent 

d'après leur charge le SOS déroule la protéine et 

la charge négativement. 

METHODE 

On solubilise les membranes de Golgi 

avec un tampon de lyse contenant tampon phosphate 

100 mM, iodoacétate 1 mi,., aprotinine 0,1 m~, 

EDTA 5 m)1, NP 40 2 %, azide 0,02 % et du PMSF 1 mM, 

on sonique (3 fois 20 secondes), on solubilise une 

nuit et le lendemain on centrifuge à 35 000 rpm 

durant 40 minutes . 

Le surnageant est récupéré et dilué, 

volume à volume avec la mixture électrophorèse 

(glycérol, SOS, Bleu de Bromo phénol, tris 500 fIM . , 

ph 7,5, me r cap t oéthanol) après quoi, on fait bouillir 

10 minutes au Bain-Marie. Les membranes sont alors 

prêtes à être placées sur le gel . 

le gel de polyacrylamide est 

d'un mélange d'acrylamides (30 %) (CH2 

0 - NH2) et de N - N' méthylène bisacrylamide 

(CH2 = CH - CO - NH - CH2 - NH - CO - CH= CH2) 

La réaction de polymérisation est 

initiée par des catal y seurs produisant des radi c aux 

1 i b r è s p e r s u l f a t e ( H 2 S O 5) • 

------- ---_ _____. 
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Le persulfate libère des radicaux 

d' oxygè ne par une catalyse basique. 

La réticulati o n du gel dépend du 

% d'acrylamide - bis utilisé. Il est évident que 

la mobilité élect r o ph o r~tique des prot éi nes diminue 

si la taille des pores diminue. Plus la protéine 

est grosse, moins elle migrera loin dans le gel. 

général , en place 80 ul de solution contenant 80 - --g de pr o téines solu ilise . ~--~ 
En 
~ 

On peut suivre le front de migra­

tion grâce au bleu de bromophênol. L Ors que celui-ci 

est suffisamment loin, 

e colore, dé co lore et 

o n arrête l'éle c trophorèse, 

fait sécher le gel . 

Lors de chaque électrophorèse, 

on utilise des étalons de haut poids moléculaire 

pour pouvoir quantifier l e poids moléculaire de 
,. ~ 

ces pr ote 1nes. 

p M LOG p M 

myosin 200 000 5,301 

B galactosidase 11 6 250 5,065 

phosphor ylase B 92 500 4,966 

BSA 66 200 4,820 

ovalbumine 45 000 4,652 

ou de bas poids molêculaire 

phosphoryla~e B 92 500 4,966 

BSA 66 200 4,820 

Ovalbumine 45 000 4,650 

Anhydrase carbonique 3 1 000 4,490 

Inhibiteur de la 2 1 500 4 ,33 0 

trypsine 

lysosyme 14 400 4,158 
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10 L' immunoblotting 

PRINCIPE 

Le blotting est un processus de 

transfert de macromolécules d'un gel à une matrice 

immobilisée . La matrice utilisée dans notre expérie n ce 

est la nitrocellulose (cellulose estérifiée avec de 

l'acide nitrique) . Cette technique de buvardage des 

protéines permet d'étudier l'expression de ~ 

~ grâce à des anticorps monoclonaux . 

METHODE 

On utilise la meme technique de 

migration électrophorétique des protéines sur u n gel de 

poly ,acrylamide SOS . Au lieu de colorer le gel au 

bleu de Comassie, o n transfère 1 es protéines séparées, 

sur filtre de nitrocellulose . La feuille de nitro -

cellulose placée du côté de la b orne + de la cuve à 

Blotting a-

~) Après une nuit de Blotting à à 

50 mV, on incube le filtre de n itrocel l u l ose dans un 

tampon contenant du NP 40 afin de faciliter la renatu­

ration des 

0 
d 

l ose avec de 

éviter toute 

puis on lave 

("\ 
On sature la feuille de nitrocellu­

'albumine 1 % durant 1 heure à 37°C p ou r 

avec du 

activité non spécifique 

ta mpon ~ - 0 
___.f ~ 

de l'anticorps, 

On incube alors avec l'anticorps 

monoclonal qui ne va reconnaître que son antigène. 

On lave au tampon Tween pour 

éliminer l'excès d'antic o rps . 

Q 

./ 
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On incube avec du RAM peroxydase dilué 

100 fois dans du PBS - TRIS 0,1 % - ovalbumine 3 %) . 

On lave avec du ta m on Tween . On révèle avec Da b -

_ T_ R_ I S- /-;--i-m- i-:~~ z-o-:-1--:-/ --==H :==2 ~O =2 -. -. : -r (L Os vq'"' ô_C,,. 

Seules apparaitront les bandes p ro t éi qu es 

reconnues par l ' a n ticorps . 

avec H Cl à 0,1 N 

On arrête la réac t ion 

lère_éta.e_e Elec t rophorèse 

2ème _ éta.e_e (transfert) 

-"'-
/ I 

papier gel 
watman 1 

~ ;-
1 . 

papier 
watman 

fe uille nitrocellulose / 
3ème_éta.e_e 

(ren a tur a li s a tion ,, de s ··pro t éin e s ? ) ... -
une demi heure tampon NP 40 

Et Golgi Et 

Les bandes de migration des protéines peuvent être 

séparées et incubées avec des anticorps mo nocl o naux 

différents . 
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4ème_éta.e_e 

saturation durant 1 heure à 37°C 

' 1 
1 I ,_ 

5ème _ éta.e_e 

ovalbumine 

Lavage avec tampon Tween 

3 % 

puis incubation avec l'anticorps monoclonal dilué 10 

fois dans Tris, NaCl 0,8 %, ovalbumine 3% 

6ème_éta.e_e 

Lavage avec tampon Tween 

puis même incubation avec RAM-peroxydase dil vé 100 fois 

7ème_éta.e_e 

Lavage+ DAB / tampon imidazol / HY2 

----î protéines reconn u es par l ' anticorps . 
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11 Mi croscopie en fl u orescence 

Principe 

L ' immunofluoresce n ce , détec t ion mo rphologi qu e des a n tigènes , 

consiste à fixer su r le premier anticorps (l ' anticorps monoclonal) 

un deuxième anticorps anti -so uris f l uorescent 

du test est vue en microscopie à fl u orescence . 

Methode 

La positivi t é 

Le matériel d e dép a r t consiste en de s tranche s 

de foie co n gelées et coupées à une épaisseur de 4 u m et lai s sées 

à température ambiante . 

On applique une goutte de surnageant de clones 

dilué dans PBS contenant % de B SA . ( 45) 

On rince au PBS . On applique le deuxième anti -

corps dilué 50 foi s , duran t heure à température ambiante 

On rince au PBS On monte les lame s avec du PBS glycérine (1 /9 J. 

Pa rall èlement à la tec h nique en immunofluorescence décrite ci-dessus, 

nous a vons décelé par immun operoxydase les antigènes correspondants 

au x a nticorps monoclonaux. La technique est tout à fait semblable à 

1 , . d 2 ème . e x c e ption u . anticorps: la Fab pero x ydase (Biosys) diluée 

250 fois. La présence de cet enzyme marqueur est ensuite identifiée 

p a r la méthode classique à la DAB-Hj0
2

. 



TABLEAU purification de Golgi de foie de rat 

Protéines 1 

M 
s 

2 
3 
4 
5 
6 
7 

Galactosyl 
transférase2 

3 
4 

_5 

Ampase 

6 
7 

M 
s 

M. 
s 

1 
2 
3 
4 
5 
7 

Phospho- 1 
dièstérase 2 
alcaline 3 

NADPH 
cyt. C 

M 
s 

M 
s 

Légende 

4 
5 
6 
7 

1 
2 
3 
4 
5 

E+N 

341.46 
250. 75 
265.31 
279.83 
239.83 

320.98 
278.21 

38 .85 

9.04 
11 .40 
14.66 
14.40 
10.48 
14.78 
13. 19 
12.56 
2.27 

4. 15 
4 .27 
2.96 
4.38 
1.255 
4.07 
3.23 
l. 33 

154. 95 
65. 99 

176.69 
218. 72 
144.52 
136.52 
243.18 
166.88 
63.66 

0.515 
a.648 
0.919 
0.66 
0.60 
0.67 
o. 15 

N 

31. 90 
29.60 
28.64 
45.86 
25.98 
5 !. 32 
57.20 
38.64 
12.54 

28.89 
26. 19 
31. 99 
20.36 
14.48 
36.34 
5 l. 29 
29.93 
11.88 

62.16 
58.53 
58.98 
47.67 
17.17 
71.36 
52. 64 
18.96 

48.98 
18.07 
39.67 
40.30 
30.23 
55.63 
76.80 
44.24 
18.84 

23.24 
54.05 · 
29.07. 
59.06 
20.28 
37. 14 
18.09 

ML 

23.91 
37.90 
26.40 
19. l 4 
31 .84 
11. 52 
8.00 

22.67 
10.67 

53.69 
57 .52 
36.60 
59.46 
61 .52 
46. 75 
34. 16 
49. 95 
11.05 

32.33 
22.60 
41. 60 
43.56 
89.74 
12.89 
40.45 
26. 77 

54.00 
102.87 
43.09 

:iSB.00 
69.66 
50.00 
15.26 
54.64 
26.70 

27. 91 
56.42 
43.62 
32.83 
40.90 
40.34 
10.96 

PS 

40.78 
34 . 23 
34. 18 
31. 86 
35.52 
33. 37 
29.20 
34. 16 

3.56 

7.77 
8.43 
4.23 
4.96 

11.24 
1.89 
3.85 
6.05 
3.21 

47.21 
4.08 
6.90 

. 1. 06 
5.21 
7.88 
12.05 
17.38 

10.20 
12.44 
4.69 
5. 11 
8.24 
4.24 
3.57 
6.90 
3.4 

9.79 
14.82 
14.43 
2.06 

26.38 
13.50 
8.85 

Rec. 

96.61 
101.80 

91 .00 
98.00 
93.32 
96.00 
94.00 
95. 81 
3.51 

86.40 
92.31 
72. 90 
84.79 
87.00 
84.99 
89.00 
85.34 

6.06 

99.00 
84.68 

107.57 
98.90 

112.00 
92.00 
95. 74 
14. 74 

l 15 .32 
112. 97 
87 .50 
96.00 

108.00 
109.00 
95.64 

103.50 
l 0.43 

60.94 
121. 75 
87.80 
93. 95 
87 .57 
90.40 
21. 67 

I 

25.47 
29.70 
29.25 
15 .05 
31. 18 
11.23 
7. 77 

21 .41 
9.80 

22. 85 
17.43 
35 .31 
15.27 
14.98 
18.30 
9.28 

19.06 
. 8 .29 

23.39 
36.28 
17.22 
51. 98 
86.55 
. 5.00 
36.73 
29.25 

44.80 
93.00 
46.49 
39.90 
76.34 
55. 63 
16.00 
52.88 
25.27 

66. 145 
63.88 
32.76 
32.58 
48.16 
16.26 

II 

0.5 l 
0.90 
0.208 
0.508 
1.066 
0.570 
0.300 
0.580 
0.300 

29.20 
32.31 
10.50 
35.06 
44.01 
31 .oo 
23.22 
29.32 
10.42 

1.45 
0.83 
5. 75 
2.15 
9.45 
3.36 
l.fil 
3.63 

Rec. 

108.67 
80.84 

1 l 2. 00 
8 l. 79 

101 .36 
102.59 
100.16 

98.20 
12.27 

96.60 
85.70 

125. 10 
84. 65 
95.89 

105.40 
95 .00 
98.33 
13.74 

76.00 
89.00 

l 01. 60 
124.25 
l 01 .00 
65.00 
92.80 
20.99 

S2 

0.079 
0.172 
0.071 
0.401 
0.275 
0.245 
a.os 
o. !80 
o. 120 

J0.4 
J.04 
0.00 
B .36: 
2.69 
o.oo 
0.00 
2.350 
4.070 

0.00 
0.00 
0.00 
0.00 
0.58 
4.48 
0.84 
1. 79 

Gn 
0.386 
0.610 
O. l 39 
0.160 
0.376 
0.328 
o. 128 
0.300 
O. l 70 

7.2. 39 
33.65 

9.2 
12.59 
30.27 
22.59 
15 .23 
ll.:11 
9.09 

0.216 
1.50 
0.342 
0.670 
2.44 
1.53 
L.ll 
0. 95 

REC. 

90.6ï 
78.30 

102.00 
93. 90 
61.00 
99.79 
58.00 
83.38 
18.03 

112 .00 
107.00 
87.00 
59.00 
74. 83 
73.00 
65.60 
86.57 
19.00 

14.8 
35. 60 
41.00 
31. 60 
69.00 
89.98 
46.99 
27.46 

1.28 84.10 0.03 1.16 92.70 
7.78 97.00 0.18 7.21 95.00 
0.58 109.20 0.00 0.94 93.40 
1.00 81.00 0.233 0.65 88.00 
1.87 112.00 0.450 2.11 137."00 
1.48 114.00 0.058 1.60 . 111.00 
0.316 111.00 0.024 0.346 117.00 
2.04 IOL18 0.130 h.Q.Q. 104.87 
2.58 13.89 0.160 2.37 17.69 ----------------

2.55 
0.457 
1.12 
0.42 
Q...jl 
0.99 

162. 80 
121. 75 
104.60 
103.24 
84.70 

115 .42 
29.56 

0.0074 
o. 174 
0.122 
0.780 
0.390 
0.290 
0.30 

0.032 
1.09 
0.213 
0.300 
0.260 
0.38 
0.41 

80.00 
49.00 

103.00 
95.00 

164.00 
98.20 
42.17 

- les valeurs de E+N sont des valeurs absolues .Les proteines sont exprimées 
en mg/gr de foie et les activités enzymatique en umole/min/gr de foie 

- Les pourcentages présents dans chaque fraction et la récuoération par 
rapport à la fraction précédente se trouvent dans les col;nnes N ,ML ,PS 
I, II, S2 et G. 

H = E + N = ML+N+PS 
ML=I+II 
II = S2 + G 

M = moyenne 
S = écart type 
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RESULTATS . 

1 . PURIFICATION DE MEMBRANES DE FOIE DE RAT . 

1.1. PURIFICATION OU GOLGI DE FOIE DE RAT .(tableau~! et l bis) 

La méthode de purification que nous avons adoptée est celle de WIBO 

et al (51 ) . Celle-ci diffère des autres techniques décrites en ce sens que 
les foies proviennent de rats non traités . Dans la méthode d'EHRENREICH (52) 

,souvent employée , les rats sont traités à l'éthanol ce qui provoque une sur­

charge en lipoprotéines . Nous avons voulu éviter précisément cette surcharge 

puisque nous nous intéressons aux membranes de Golgi et non à leur contenu . 
Au point de vue biochimique , les préparations de Golgi sont carac-

térisées par la présence de Galactosyltransférase . L'activité spécifique de 

cet enzyme est augmentée d'un facteur 70 dans la fraction G0 par rapport à 

l 'homogénat . Le rendement dans la fraction G0 est del 'ordre de 22 % . Cëttë 

fraction est nettement représentative del 'appareil de Golgi dans son ensemble. 

En effet une telle fraction G0 examinée au microscope électronique (Photos li 2) 

est constituée de dictyosomes dont l'architecture en saccules est bien con­

servée .Quoique la Galactosyltransférase ~oit localisée dans la partie TRANS 
du Golgi , on peut admettre par conséquent que tous les éléments du Golgi sont 
présents dans nos préparations . Lors du lavage de la fraction II avec du sacch 

arase 0,25 M , la quantité de protéines passe de 0,58 % à 0,30 % t dis 1 
que 1 'activîté de la Galactosyltransférase passe de 29 à ­

. · - spécifiques relatives sont respective t de 29/0,58=50 et 22/ 

=7 . Il est donc probable que ëe lavage a é 1m1ne am1nants 

Le dosage des enzymes marqueurs des autres membranes subcellulaires 

devrâit nous permettre de déterminer quels sont ces contaminants .La 5 1 Nuclé­

otidase ou 5'AMPase et la phosphodiéstérase alcaline sont des marqueurs ubi­
quistes de la membrane plasmique du foie de rat c'est à dire présents sur les 

di fférents types cellulaires et uniformément répartis sur toute la surface de 

1 'hépatocyte . Ils sont présents à raison de 3,83 % et 1,1 % pour la 5'AMPase 

et 2,0 et 2,0 pour la phosphodiestérase alcaline dans les fractions II et G0. 

On peut estimer la contamination de nos préparations par les fragments 

de membrane plasmique sur base d'une activité spécifique relative maximale 

de la 5'Nucléotidase de 70 (tableau 2)Sachant que lOO t de la 5'Nucleotidase 

représente 1,43 % des protéines totale s du foie de rat ou 3,82 mg (voir 

tableau )on en d~duit par conséquent que 3,83 % - 1,11 % =2 .71 % de 5' AMPas e 

éliminée équivaut à 0,039 % de s protéines de membranes plasmiques 
I 

elimi nées au cours du lavage II - G0 . 



TABLEAU 2 

Fraction subcellulaire enzyme de référence ASR maximale référence ( 1) ( 2) 

-membrane plasmique 5'AMPase 70 ( 40 ) 1,43 3,82 

réticulum endoplasmique NADPH cyt C réductase 6 ( 40 ) 16,70 45,50 

membrane mitochondriale monoamine oxydase 125 ( 41 ) 0,80 2,20 

externe 
Golgi Galactosyl transférase 100 ( 40 ) 1,90 2 , 7 3 

lysosomes phosphatase acide 80 ( 41 ) 1,25 3,41 

(1) protéines de foie de rat y associés en % de protéines totales du foie . 

(2) Protéines de foie de rat y associés en mg sur base de 273 mg de protéines/gr de foie 
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Sur base de la phosphodi ~s térase alcaline on soustrait O % de cet 

enzyme et donc O % de protéines au cours du dernier lavage . En moyenne 0,02% 

de fragments de protéines de membranes plasmiques ont été éliminés au cours du 
dernier lavage . 

Par contre le contrôle de la NADPH cyt C réductase (réticulum endoplas­
mique) montre quel 'on passe de 0,92 % dans II à 0,38 % dans G0 . Or l 'ASR 

maximale de la NADPH cyt C réductase est d'environ de 6 . En effectuant un 

calcul semblable à celui qui a été fait pour la 5rNucléotidase on arrive à la 

conclusion que 0,09 % de protéines correspondantes ont été éliminées par l~ 
lavage . Par conséquent le contaminant majeur éliminé au cours du dernier 
lavage est le réticulum endoplasmique . Les protéines de Golgi purifiées(frac- .. 

t ion G0 ; 0,3 %)se répartissent de la façon suivante: 0,022 % sont attri-bu­

abl es à la membrane plasmique , 0,063 % au réticulum endoplasmique et 0,215 % 

au Golgi . Ayant en vue que ces estimations sont approximatives , on en déduit 

que 72 % des protéines environ de la préparation appartiennent au Golgi . 
HOWELL et al a d'autre part suggéré que la 5'Nucléotidase pourrait être un 

enzyme intégré dans l'appareil de Golgi , les marqueurs enzymatiques n'étant 

pas des marqueurs absolus . Il n'est donc pas certain quel 'activité des mar­

queurs de la membrane plasmique détectée soit due à des fragments de la membrane 
plas mique . (47 ) 

Enfin il est à envisager que la fraction G0 soit constituée non seulement 

de membrane de Golgi mais aussi du contenu de celui-ci . Le rôle principal de 

l 'appareil de Golgi dans le foie au point de vue de T'exportant.on est de four­
nir des protéines plasmatiques et des lipoprotéines . Il est probable qu' 

, ., 
avec la méthode utilisée ( lavage au saccharose 0,25 M) le contenu de secre-

tion du Golgi n'ait pas été éliminé . On doit donc s'attendre à y retrouver 
au point de vue protéique del 'albumine et des apoprotéines appartenant aux 

VLDL et HDL ( 48 ). Nous y reviendrons plus loin 
Il faut noter que c'est une fraction Gi lavée au NaCl isotonique qui 

a été utilisée pour 1 'immunisation .(voir matériel et méthodes j 

En gros cette fraction correspond à · la fraction G0 . On ne peut pas 
exclure toutefois que le lavage au NaCl 9 %a ait désorbé des protéines fixées 
sur la préparation . 
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MICROSCOPIE ELECTR0 IQUE : GOLGI PURIFIE FRACTION Il 

e t ·, 
- - -------- --- ----



TABLEAU 3 Evaluation de la purification de la membrane plasmique 

-----------
H Sl Cl REC Gl MBl REC S2 C2 REC G2 MB2 REC S3 MB3 REC 

PROTEINES 240.40 37.81 61.00 98.80 58.33 1.071 97.37 3.82 0.82 113. 21 0.39 0.21 73.78 0.072 0.16 74.13 
AMPase 2.36 21.84 83.44 105.3 84.74 21.28 127 .0 0.69 22.34 108 .20 1 7.46 11.42 84.60 3.060 11.34 102 .03 

' -Peptidase IV / 15 . 13 95. 71 95:72 70.91 34.00 109.6 19.20 17.62 108.40 5.60 11.33 96.20 1.120 9.75 86.00 -PHOSPHATASE 9. 85 10 .68 106. 27 117 .0 80. 72 17.45 92.38 2.073 16.52 106.55 9.23 7.53 101. 52 0.330 6.36 89.00 -alcaline · -

NADPH cyt C 0.52 52.56 48.52 101.l 48.43 1.45 102.1 0.630 1.23 85.13 0.93 0.37 105 .06 0 .123 Q..:1Z 107.47 
reductase 

monoami ne oxydase / 8.39 107 .57 116 .6 134.0 0.72 125 / 0.74 102.0 0.43 0.38 109.70 0.08 Ll1 66.00 

Légende les valeurs de H sont des valeurs absolues , les protéines sont exprimées en mg/gr de foie et les activités enzymatiques 
en umole/min/gr de foie . 

les pourcentages dans chaque fraction et la récupération par rapport à la fraction précédente se trouve dans la colonne 
Sl ,Cl , Gl, MBl, S2, C2, G2, MB2, S3, MB3 
H=Sl+Cl . 

Cl=Gl + MBl 

MBl = S2 + C2 

C2 = G2 + MB2 

MB2 = S3 + MB3 . 
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1.2. PURIFICATION DE MEMBRANE PLASMIQUE .( tableaux3 et 3 bis ) 
Au cours de la caractérisation des anticorps obtenus , nous avons testé 

ceux-ci vis à vis de membrane plasmique de foie de rat . 
En effet la biogenèse des protéines de la membrane plasmique se fait 

via le Golgi ; c'est là que les unités polysaccharidiques fixées aux polype­

ptides sont spécifiquement modifiées et celles-ci constituent l'étiquetage 
des glycoprotéines destinées aux différents compartiments cellulaires . 

La méthode utilisée est celle de BROWN et al (1976j ) . Cette méthode 
offre l'avantage de permettre l 'obtenbon de membrane plasmique de foie 

de rat représentée dans son ensemble . 

Les enzymes marqueurs qui nous ont permis de suivre la purificatiori 
des fragments de membrane plasmique sont la 5'Nucléotidase (enzyme ubiquiste) 
et la phosphatase alcaline présente surtout au pôle biliaire .La sous locali­

sation de la peptidase IV n'est pas connue dans le foie de rat . 
Le rendement en membrane plasmique déterminé par la 5'Nucléotidase 

et la peptidase IV n'est pas élevé:de l'ordre de 10 %~par contre la purification 
est respectivement de 70 et 60 pour ces enzymes . Ceci correspond aux meilleu­
res purifications décrites par la littérature .D'autre part , le rendement 

en phosphatase alcaline est nettement moindre de même que la purification de 

cet enzyme (40) .C'est le résultat auquel on doit s'attendre sachant que la 
surface membranaire présente au pôle biliaire ne représente que quelques % 

de la membrane plasmique totale . Les résultats obtenus pour la dipeptidase 
IV sont analogues à ceux que nous remarquons pour la 5'Nucléôtidase . Il est 

Donc probable que cette protéase est uniformément répartie sur la membrane 
plasmique. 

Les contaminants que nous avons détectés en mesurant les enzymes 
marqueurs sont le réticulum endoplasmique (NADPH cyt C réductase) et la mem~ 
brane externe des mitochondries (monoamine oxydase) . 

Se basant sur la méthode de calcul précédement expliquée on peut estimer 
que sur 0,16 % , 0,045 % des protéines de cette fraction appartiennent au 

réticulum endoplasmique et 0,01 % à la membrane externe des mitochondries 

Il faut noter que ces calculs sont indicatifs J Mais permettent cepen­

dant d'estimer que environ 7o % des protéines de la fraction sont propres à la 
membrane plasmique . 



--------

TABLEAU 4 Evaluation de la purification de la membrane lysosomale 
- --- - ---

H NM L PS REC 1 2 REC Sl S2 S3 S4 MB REC 
protéines 372.88 40.22 1.59 57.85 99.68 1.38 0.17 97.65 0.052 0.0094 0.0047 0.026 0.031 75.45 
PHOSPHATASE acide / 40.31 42.54 26.96 109.0 25.09 12.97 89.47 4.26 0.6200 0.3300 1.92 0.59 59.58 
~ GALACTOS IDASE / 48.64 15.56 7.95 72.15 6.80 5 .96 82.00 2.28 1.8400 0.0800 0.0007 0 .146 73.00 
PEPTIDASE IV / 28.90 3.53 30.20 62.65 3.14 1.45 -- 109.00 0.69 0.0820 0.0360 0.0450 0.330 82.00 
NADPH cyt C 0.54 12 .32 2.21 79.24 93.70 1.39 0.09 67.00 0 .023 0 .0110 0.0160 0 .0160 0.022 96.90 
reductase 

GALACTOSYL 3.66 4.72 0.21 80.90 85.00 0.00 0.010 / 0.00 0.0000 0.0000 0.0000 0.298 / 
TRANSFERASE ,. 

Légende Les valeurs de H sont des valeurs absolues .~es protéines sont exprimées en mg/gr de foie et ·les activités enzymatiques 
en umole/min/gr de foie 

le % présent dans chaque fraction et la récupération par rappott a la fraction précédente se trouvent dans les c6lonaes 
. NM , L , PS , 1 , 2 , Sl , S2 ,S3 , S4 ,MB . 

H = NM + L + PS 

L = 1+2 . 

2 =Cl+ S1 . 

Cl= C2 + S2 . 

C2 = C3 + S3 . 
C3 = C4 + S4 . 
C4 = MB . 
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1.3. PURIFICATION DE LA MEMBRANE LYSOSOMALE .( tableaux4 et 4 bis ) 

Nous avons voulu étudier aussi la relation éventuelle existant entre 
les antigènes correspondant aux hybridomes et clones obtenus et les protéines 

de la membrane lysosomale . 

La technique de purification de Lysosomes qui a été suivie est celle 

de WATTIAUX et al ( 41 ) . En effet cette technique permet d'isoler des lyso­

somes de foie de rat hautement purifiés et ce à partir de foie normal . Ici 
encore c'est la relation existant , entre l'appareil de Golgi et l 'endocytose 

et la biogenèse des protéines de la membrane lysosomale qui ont dicté cette 
démarche . 

Les résultats que nous obtenons , mettent en évidence un rendement 

en enzymes lysosomiaux dans la fraction 2 de 13 % pour la phosphatase acide 

et 6% pour la p Galactosidase .D ' autre part la purification ou ASR est de 76 

et 35 respectivement pour l'un et l'autre marqueur . Une différence appréciable 

apparait entre les deux enzymes . Il faut remarquer que WATTIAUX et al décrivent 

une différence entre ëes deux marqueurs mais moindre ( les ASR sont de 80 pour 
la Phosphatase acide et 64 pour la béta Galactosidase){41) On peut supposer 
que tous les lysosomes du foie de rat , qu'ils provienent des hépatocytes 
des cellules de Kupffer, des cellules endothéliales ne sontpas equipés de la 

même manière en hydrolases , et ne sont pas représentés de la même façon 
dans l'échantillon que nous avons isolé . 

La fraction 2 ( Lysosomes totaux) a été traitée ensuite par hypotoni­

cité et désalage : ceci ressort dans l'analyse de la fraction Mb qui ne contient 

donc que peu de suc lysosomal (hydrolase acide) et essentiellement les membranes 
qui en dérivent . 

Il n'existe à ce jour aucun marqueur propre à la membrane des lysosomes. 
Les commentaires ne peuvent donc que se rapporter à la fraction II :lysosomes 

t otaux~ les protéines quel 'on trouve dans cette fraction ( 0,17 %) se fepar­

tissent en 0,021 % de la membrane plasmique , 0,015 % de réticulum endoplasmi­
que et 0,00012 % de Golgi ; ce qui donne un bilan de 0,134 % de protéines 

lysosomales . Environ 80 % des protéines retrouvées dans la fraction II 

appartiennent aux lysosomes . Il faut remarquer que la mesure de la Galactosyl 

transférase dans la fraction II est sous estimée : le Nycodenz ,milieu du 
gradient inhibe l'enzyme . 



Tableaux: 1 bis , 2 bis , 4 bi s 

Activité spécifique relative 

-----------------------------
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1 . Actvité spécifique relative au niveau du Golgi . (tableau 1 bis ) 

Golgi Galactosyl 

transférase 

1 58.0 
2 55.2 
3 66.2 
4 78.7 
5 80.5 
6 68.8 
7 120.8 
M 75.46 -s 22 .12 

5' AMPase 

0.56 

2.45 

2.46 

4.18 

6.48 

/ 
11.95 

4.68 

4.08 

Phosphatase 
alcaline 

3.0 

11.8 

6.7 

6.25 

5.60 

4.80 

2.70 
5.58 

3.04 

NADPH cyt C 

réductase 

0.083 

1.780 

1.530 

1.870 

0.690 

1.19 

0. 77 

2 . ~ctivité spécifique relative au niveau de la membrane olasmioue 

~MPase . 

Peptidase IV 

Phosphatase alcaline 
NADPH cyt C reductase 
Mono amine oxydase 

(tableau 3 bis ) 
ASR 

70.87 

60.93 

39.75 

1.68 

8.37 

3 . Activité spécifique relative au niveau des lysosomes .( Tableau ~ bis ) 

Phosphatase acide 

~ galactosidase 
PEPTIDASE 

NADPH cyt C reduc~ase 

Galactosyl transférase 

ASR 

76:29 -
35.06 
8.50 

0:53 

0.06 

----- - - - -



Fig 3 et 

tableau 5 
MESURE DE L'ADSORPTION DE PROTEINES PROVENANT DE MEMBRANE 

GOLGI SUR LE FOND DES PUITS TITERT K (96 trous j • -

--------------------------------------------------------~"f\ -
I i\ \ 

Le dosage est effectué par le BIORAD PROTEIN ASSAY . 
En A et B ont été déposés dans le fond des puits 50 ul d'une prépara ic 

de Golgi à 100 , 50 , 25 , 10 et O ug / ml soit respectivement 5 ; 2,50 ;l,25 e 

0 ugde protéines de Golgi . Le dosage a été effectué tel quel en A (ni ·adsorptio 
, ni lavage );par contre en B l'adsorption des protéines s'est faite pendant une 

nuit à 0°C ; les plaques ont été lavées 5 fois au PBS avant de doser les protéin 
;en C étalonnage :50 ul d'une solution d'albumine bovine contenant les quantités 

marqués ont été déposés dans les puits (ni adsorption , ni lavage ) .A chaque pui 

(A,B,C) ont été ajoutés 20 ul de réactif BIORAD et le volume total à chaque fois 
été ajusté à 120 ul avec PBS . 

A 

5 ug 184 
2,5 ug 119 

l,25ug 46 
0,5 ug 14 
0,0 ug 0 

C 

40,0 ug 922 

20,0.ug 791 

8,0 ug 515 
4,0 ug 346 
3,2 ug 579 
1;6 ug 173 
0,4 ug 52 

B %de 
sur 

22 

22 

42 

15 
0 

absorbance à 630 nm ( F i g 9 ) 

1000 

500 

0,4 1,6 3,248 20 

protéines fixées 
le fond des 

11,96 ~~ 

19 ,00~~ 

91,00 ~~ 

107 ,00~~ 
0,00% 

40 

puits 

0.60 ug 
0.47 ug 

1.13 ug 

0.5 ug 

... albumine bovine 

□ protéines de Golgi 

ug de proté i nes déposé, 

dan s le fond des ~ui ts 
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2. OBTENTION D1ANTICORPS MONOCLONAUX . 

2.1. IMMUNISATION DE SOURIS BALB/C AU MOYEN DE GOLGI PURIFIE . 

Nous avons immunisé 12 souris mâleset femelles BALB/C suivant le plan 

établi au tableau 6 par voie dermique 

Un certain nombre de souris ont reçu une dose forte (B) de membranes 

de Golgi émulsionnées avec l 1adjuvant de FREUND complet , une deuxième série 

a reçu une dose plus faible de la même préparation de Golgi conjointement 

avec de l 1adjuvant de FREUND complet (série A) 

la série B , la souris 1 a reçu 2 rappels ( adjuvant incomplet) 

15 et après la première immunisation . Du sérum a été prélévé au 

. Le 30e jour la rate a été prélevœet les lymphocytes 

isolés à la fusion . Les souris 2 , 3 , 4 (série B) ont reçu un 

rappel (adjuvant incomplet)25 et 66 jours après la première immunisation , 

le polysérum est obtenu au 72e jour (appelé B) . 

Les souris de la série A ont reçu un 

nisation primaire et le polysérum est obtenu 

2.2 . CONTROLE DES ANTISERUMS . 

après l I i mrnu­

'j o ur . ( sérum A) 

ans un premier temps nous avons contrôlé les conditions optimales 

er pour réaliser le test ELISA (enzyme linked immunoadsorbent assay) 

- Mesure de la quantité de protéines adsorbées dans le fond des puits 
des plaques Titertek . 

Nous nous sommes en premier lieu assuré que les membranes de Golgi 
comme telles étaient effectivement susceptibles de s 1adsorber sur le plastique 
PVC constituant les plaques Titertek . Les liaisons qui s'établissent entre 
le plastique et les protéines sont de types hydrophobe ( 49 )par conséquent 
elles dépendent de la nature des protéines-Lipides adsorbés . 

Après 24 heures , les puits sont lavés au PBS et la mesure colorimétri 
que des protéines accrochées est réalisée au moyen du réactif coomassie 

brilliant blue G 250 (BIORAD)' .(tableau 5 colonne B) . Cette technique de me­

sure est sensible mais peu précise ; cependant c1est la seule compatible avec 

une détermination de protéines dans les puits Titertek 

A titre de contrôle , nous avons aussi mesuré l 1 absorbance due à une 

quantité identique de membranes de Golgi déposées dans le fond des pûits 

mais sans lavage ( tableau 5 colonnef\) 
Les résultats sont peu précis mais il ~èmble ce~endant qu 1il est 

inutile de déposer plus de 1,25 à 2,5 ug de protéines de Golgi dans le fond 

des puits ,1 1 ~:<céden t ne s 1 ad_prbe pas. Ceci est en accord avec 1?es valeurs 

de la littérature (adsorption _d 1 Ig G) 



absoroance ! .:.os nrn 

100 

50 

aosor:iance ~ 405 nm 

100 

50 

1/ 24001 / 200 1/100 1/50 

----------------------------------------------------------------
:::n A : 1 'a::isor::i2.nce à 

de 1 'anti serUm 

405 nm es~ ex;J:iï7iêe en fonc:icn de l 1 inve :se de le. r" ' u'' 

50 ul de 3 cJncer.:ra:ions différer.tes de 1a préDarat 

àe Golgi-ont é:§ adsorbés surie fond de p1 2.c;ues ïiterek .10 uç/ ml ,:i 

et l:Jç/ml 

::n B ·: l '2.bsor:iance à 405 nm est exp r~ mée en fon::i on de 

pr.ctéine·s ci2.ns la prépara:ion de Golgi adsorbée sur le fond des puits . 

·L ',an:i serum est soit à 1'a dilution de 50 soit à 1 a an u:i on de 100 . 

(résultat repris de la figure lA) 
Les points représentent la moyenne de 3 ~2sures . L'antiserum Ia provie~t d'L 

seule souris immunisée suivant le pr:::,toc:::,le du t2bl~au\/îf 

Fig 1 0 

C d;J uti on ·,o 
■ dilution 100 

1/ 20 

.B 

ug de Go lgi/CC 

1> 10 ug/ CC 

C 5 ug/ C: 

_. 1 ug/ C: 

A 

1/0ILUTI0N 

130 

ôï 

SCJ 
:2 
3ô 

:ü 

Poi.;r une ::.:arr:: tl :le ~ • 

. /Va 

!0 

31 

23 

29 

acsor:?nc~ ! ~3 

du se r..::i nor.;,a i 

zs 
29 

J!:.:.:-:-:::, a::sor:ar.c~ ! .10: abso;:anc: à 405 

Cu se;~-::i no;.:,a 1 

29 o• .o 

i7 

i3 

27 

za 

var: i?::':on 

d • at:scr:an: 

5ï 
40 

varia:ion 

d • abso:--::anc 

6i 

2! 
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A titre de référence nous avons effectué la lecture due à desquantité~ 
semblables d'albumine bovine déposée (sans lavage) dans le fond des puits . 

(tableau colonne C) . A quantité égale , l'albumine bovine donne une réponse 

plus élevée que les protéines de Golgi . Se référant aux données fournies 
par le fabricant (manuel d'instruction BIORAD . page 4) , il resort que la 
sérum albumine aans un test de ce genre donne une valeur plus élevée que la 

moyenne des 23 protéines testées (21,1 : 9,2) . Par contre dans un josage 

de protéines par le biuret la moyenne des 23 protéines testées donne 8,8 et 

la BSA 9,7 ; par Lowry 9,5 et 8,4 les valeurs d'absorbance sont rapportées 

à une solution à 10 mg/ml). 

Les absorbances en A et C ne reflètent donc pas en valeur absolue 

les quantités de protéines présentes . 

- Influence sur le test ELISA de la quantité de protéines déposées 

sur le fond des puits 
Nous avons déposé dans une première exper, ence (Fig 1 ) 50 ul de 

membranes de Golgi à 1 ug/ml , à 5 ug/ml et 10 ug/ml , soit respectivement 
0,05 , 0,25 et 0,5 ug de protéines . Pour chaque concentration nous avons 

établi une courbe de titration (Fig 10 )utilisant à cet effet le sérum Ia ( 
tableau 6 ) ; pour les concentrations les plus faibles de protéines golgiennes 

seules deux dilutions ont été évaluées . On constate que la réponse del 'aci­

vité peroxydasique du deuxième anticorps augmente de 1 à 10 ug/CC .(Fig, 19 
Dans une deuxième expérience, nous avons tenté d'étendre ces pre­

miers résultats en augmentant la concentration en protéines de la préparation 
de Golgi déposée dans le fond des puits . Nous avons déposé 50 ul de prépara­
tion de Golgi à 1 , 5 , 10 , 50 ,100 et 200 ug de protéines par ml soit 0,05, 

0,025 , 0,5 , 2,5 ,5 et 10 ug de protéines (Fig 1 let Fig12) . En examinant 

les graphiques représentés en fig11 ~et figJ.2 A'pn constate que la réponse , 
tradûite par l'oxydation du ABTS, augmente en fonction de la quantité de pro~ 

téines préadsorbées . Il ressort d'autre part que le point de saturation de 
l'antigène en anticorps augmente en fonction de la quantité de protéines pré­

adsorbées . (En effet alors quel 'absorbance pour 1 ug/ml à 10 ug/ml est 
maximale à une dilution de 50 ,elle ne l'est probablement pas pour 50 ug/ml 

et 100 ug/ml et certainement pas pour 200 ug/ml).Il faut en conclure que les 
résultats obtenus par le dosage de protéines est tout à fait approximatif 

et ne traduit pas la réalité . 
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et Fig 12 (~ym: hcyt2s - myélo~es S?2 ) (voir Tableau ) 
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En A : l 'absor:ar.ce à 405 n~ est exori~ée en fonc:ion de 1 'inverse de la dilution 

En B 

de 1 'anti ser:.im 50 ul de 3 concentrations différentes de la préparation 

de Gal gi ont é-:é adsorbés sur le fond de plaques Tiïë:iHK .200 ug/fril ,lOOug/m~ 

et 50 ug/ml 

1 'absorbance à 405 nm es: exprimée en fonction de la concentration en 

protéines dans la préparition de Golgi adsorjéesur le fond des putts 

L'antiserum est soit à la dilution de20, soit à la dilution de 50 ou 

à la diiution de 100 • 

Les points représentent la moyenne de 3 mesures . 
. Pour 'Jne quanti!! ~e !'.J !JÇ/ CC . 

O!L:JTICN aosar:iance a. 405 absor:ance ,1 .!OS varia.tien 
de 1 'antiserum du sen:a nom.al d 'aasoroance 

20 345 16â 179 
;o 349 184 15; 

100 280 161 ' 119 
zoo 337 164 173 

Fig 12 
!ZCO 290 ZO! 79 

Pour un• quantité a• ~ . 
Pl!:!..}.:~=~- aosor:iance a 405 absoroance ! 405 variation 

do l 'anti se rua du sel""..111 norma l d'a.bsoroanc:e 

zo 253 1.98 SS 
;o 239 164 76 

100 194 146 48 
zoo 1.90 155 35 

!ZOO ISO 150 0 

Pour une qu411titê a.: l ua /C: . 

OILUT::N aosoroance ! 405 Absoroance ! 405 variation 
de 1 'anti sen.a du , • ..,.. nor.:ial d'absari:>anc.e 

· 20 142 65 77 
50 1sa 91 67 

100 171 111 60 
zoo 148 129 19 

!ZOO 146 146 ·o 

Pour une -::;uanti t! Ce ZCO ·10/ Cê .,............_ 
il!L:Ji::~ aosor~anc! cl :105 absor.iance ! '1()5 variation 

de t 'an:~ser,..ni du senm r:or.:--.a 1 d I acsor:,ance 

Fig 11 20 504 152 352 
50 345 179 16ô 

!CO 305 204 101 
2CO 249 213 31 

12CO 187 187 0 

Pour une quint~!! (!ëi-,~ . 

~~'.:1!.~1_ , absoroance a 405 absorbance a 405 variation 
.. 

de l I an tise na du serua no~ 1 d'absorilance 

20 373 201 172 
sa zg3 191 102 

100 Z4Z 171 71 
zoo 1.95 173 22 

1200 171 171 0 

Pour une quant~t.! de ~ . 

01LE9s'!. a.tlSOr.)a/lC:: ,l 4{]5 absorbance 1 405 varia tian 
de l'an-ci serum du sen.m1 normal d • absortiance 

20 491 221 ZJO 
50 425 213 212 

100 368 222 146 
zco 310 220 91 

12CO 271 251 19 



Figl J îest ELISA sur les antiserums de souris A et B 

L'absorbance à 405 nm est exprimée en fonction de l'inverse de la di l~ 
du serum . 

50 ug de Golgi ont été adsorbé sur le fond des puits de la plaque Tite 

Entre parenthèse la différence sérum A ou sérum B - sérum normal 

DILUTION Absorbance à 405 nm 

de sérum A 

Absorbance à 405 nm sérum 

20 

50 

100 
200 

-800 

1200 . 

2400 

375 (327) 

313 259 

263 210 

219 . 159 
127 73 
~94 50 

li5 30 

de sérum B 

415 (367) 

272 318 

316 263 

265 205 

164 110 

104 60 

112 28 

normal 
48 

54 

53 

61 

54 

44 

85 

absor ance à 405 nm 

400 

200 

1/800 1/200 1/ 100 1/50 

■ forte dose 

D faible dose 

1/20 1/diluti on 
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Si d'autre part on examine les courbesllB etl2B pour les dilutions 

de polysérum 1200 , 200 , 100 , 50 il existe un optimum .Cet optimum est de 

50 ug /ml de protéines de Golgi adsorbées pour les dilutions de sérum 50 et 100 

et de 10 ug/ml pour les dilutions 200 et 1200 . Ilsemble que pour la dilution 

20 on n'atteigne pas l'optimum avec les quantités de protéines de Golgi utili­
sées 

Il est certain que la quantité d'anticorps qui se fixe sur l 'anti­

gène préadsorbé sur 1e·p1~tic dépend de la concentration de celui-ci . 

A trop haute concentration ·ae la protéine fixée sur le PVC ,dans ce 

cas ci l'antigène , on suspecte une désorption ou la formation d'aggrégats qui 
eux ne sont pas fixés .(pour éviter ceci il est souhaitable d'établir des 

ponts covalents entre le plastique et l'antigène ).Ceci explique qu'il existe 

un optimum de concentration de 1 'antigène préadsorbé et par conséquent de la 
quantité d'anticorps lié . Il est donc préférable d'utiliser des concentrations 

d'antigènes faibles . (50) 
Il est d'autre part à remarquer que la quantitè d'antigène qu, se 

fixe sur l~ plastique ne dépend pas tellement dû pH . Cette fixation est 

effectuée en général à pH physiologique , par contre le bloquage des sites 
non spécifiques se fait plus effica~ ement par le BSA à pH 9 , enfin les 

liaisons antigène - anticorps se font à pH physiologique . la quantité 

d'antigène adsorbé sur les plaques de PVC dépend de la force ionique (50 ). 
Vu les résulats de ces mises au point nous avons choisi de travail­

ler dorénavant en adsorbant 50 ul d'une préparation de membrane de Golgi 
à une concentration en protéines de 50ug/ml. 

A la •figure 1 3sont représentées les courbes de titrati ons effectuées 

sur le polysérum recueilli à partir de souris immunisées à forte dose (8) 

et faible dose (A, 
Le titre des deux antisérums diffère peu . I1 semble donc que la 

différence de protcole d'immunisation forte dose - faible dose ait peu d'effet. 
Par contre le sërum de fusion , qui résulte d'un rappel suplémentaire , sem­
ble moins riche en anticorps 
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TABLEAU 7 

Après fusion au PEG , comptage cellul aire ~t dilution , les hyo ridomes 
ont été cultivésdans des boites à 36 :ni é:-oou i ts . Seuls les hybridomes ayant 
survécu , les surnagernts prélevés 15 j ours aorès fusion mettent en évidence 
la présence de cellules produc:rices d' anëi-Golgi . 

Après mise in culture en macrooui :s ces hyb ridomes positifs au premier 
test ont Hé prélevés 12 jours plus tard (macr·o 1) . Une deuxième mise en culture 
en macropuits a été faite à partir de clones congelés (macro 2) .Lors de cette 
troisième -mise en cultu re , l es contrôl2s sont : 7C7 et 1C8 ,surnageants de 
clones anticlasse II bovin et anti - invnunogloouline bovine ,l'antiserum B 
{dilué 50 fois ) testé en même temps que le serum normal de souris . 

Les tests ë~ ISA ont été realisés avec 50 ul de GOLG~ à 50 ug/CC 
par puits • Les surnaçeants ont été utilisé non dilués . 

~es valeurs reprises en macro 3 sont les valeurs de 8 dont l'absorbance 
de 7C7 a été soustraite . 

,'IC.'1 d: 1 · h1ori c: :r:e a:scr: ar.:~ nc::i C2 1 '~y:ri :::::e a~s or:ance 
mic:-o xac;:i mi c:-o mac:--o 

A 3 3 A 3 ~ 
-l"'\J. - ::;: :2 ï -- Z3 ~33 153 _, :: ::c._. 

1D12 1:5 :53 Sé:12 li3 1<!8 
1G l2 1 - -_:;o 1 - -_JO s;:-a 150 PO 
1H8 186 205 Së, 171 150 
1H9 !5" 120 liZ 25 SF iO lô7 lSô 
lHlO 125 5Fi.1 217 172 · 
2C3 225 153 202 :5 ·;r12 221 142 
3Fll 214 180 ~49 2 SG2 1 - -.:o 171 
3G3 2:; , 2::i 5G.3 142 10:; 4-

3H2 17ô 173 251 114 5G6 161 142 
3H6 "l~O .07 o SG7 154 155 
4A8 200 1:: 5Ga 1 --.oa 155 
4A ll 1:5 197 SG9 162 188 
4012 1:5 lil SGlO 168 p:; 163 lE 
4E7 220 21' _ .. 5Gll 219 153 
4F3 115 1i;.! 5Gl2 202 131 205 --
4H5 152 ,---=~ SH2 247 l < -.o l:ô 9 
4Hl2 254 p· .c 5;;3 173 147 207 60 
538 175 119 120 0 SH4 193 171 

539 ·-170 134 183 36 SHS 183 126 127 0 

5310 176 !95 5H9 159 188 

5611 178 155 5Hl0 168 153 

5Cll · 157 175 5Hll 166 161 258 11: 

5Cl2 190 6Hl 211 168 

508 153 121 191 44 6H2 156 112 186 39 

509 l:ô 141 161 14 ses 197 1~0 301 l:l 

5010 154 125 218 71 8F8 075 209 62 

5011 134 113 8Fl2 69 371 224 

5ill2 198 193 46 8Gll 343 3'' .. ~ 16<1 

Së:10 157 isa Së:;<UM :·IO?.i•~~L 105 
ANT:Së::SU:•1 703 
Te!!:oin lCS 223 

7C7 147 
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2.3. RECHERCHE □ 'HYBRIDOMES PRODUCTEURS D'ANTICORPS 

Après la fusion , les différents types èellulâires hybridomes ,cellule 

myélomateuses et lymphocytes , ont été mis en culture en milieu HAT en 

micropuits durant 10 jours environ .(11 boites de 96 puits ) A ce moment 

seuls survivent les hybridomes . 
Ou surnagea~t de culture a été prélevé et un test ELISA ~ffectué 

sur chaque surnageant . Ces résultats sont repris dans les tableaux 6\r.et 7 

Les valeurs des blancs sont estimées dans chaque plaque séparément à partir 

des valeurs minimales observées ( les lectures ont été faites contre PBS)~ 

Par exemple dans la boite 1 le blanc vaut environ 60-70 ;dans la boite 2 , 

il est de 25-45 ; dans la boite 3 , il est de 45-60 ; dan~ la boite 4 il 

ëst de 88 environ . Ont été soulignés les micropuits dont les hybridomes 

ont été cultivés en macrapuits ultérieurement (voir tableau 7 recherche 
d'hybridomes ) .Ont été encadrés les micropuits présentant les valeurs les 
plus élevées et qui serviront plus tard au clonage (voir tableau 7 ) . 

Les clones visibles en micropuits et dont le surnageant donne une 
lecture supérieure à 100 ont été cultivés ensuite en macropuits durant 15 
jours . Les surnageants prélevés après 12 jours en macropuits , ont été me­

surés par test ELISA (macro A) . A ce niveau nous avons à titre de contrôle 

négatif utilisé des clones 7C7 anticlasse II bovin et 1C8 antiimmunoglobuline 

bovine ; à titre de contrôle positif 1 'antisérum B. Les hybridomes 1H8 ,3G3 
. . 

et 4E7 ont été retenu pour le clonage parce qu'il correspondait à la valeur 
la plus élevée de la série:supérieure à 200 . 

Dans le même tableau récapitulatif sont représentés en macro B les 
résultats d'une remise en culture des hybridomes après congélation dans 1' 

azote liquide; en effet nous avons recherché plus tard si d'autres hybridomes 

ne pouvaient pas être intéressants . on sait que durant les screening initiaux 
pour la sélection d'hybridomes positifs destinés au clonage , il est nécessaire 

de répèt~r les tests : en effet un clone positif peut être suplanté par un 
clone négatif ou différents hybrides peuvent croitre en même temps et à dës .. 
vitesses différentes .(50) 

En macro B sont reprises les valeurs de B dont 1~7 (vàleur du 7C7: 
témoin) a été soustraite . A ce stade 3H2 , 5Hll , 8CS , 8Fl2 et 8Gll semblent 

être intéressants . 



absorbance à 405 nm 

100 

50 

1/200 1/100 
1/150 

aoso · ance à 405 nm 

100 

50 

1/200 1/150 1/ 100 

TABLEAU 8 

Clones producteurs d'anticorps ant i Golg i . 

------------------------------------·----- -

. Tes t ELISA réalisé sur l e s anticoros monoclonau x 4E7E9 , IH8D6 .3G3E3 

et 3G30!0 .et témoins 7C7 et ! CS . 

absorbance à 405 nm -7C7 -lCS 

3G3D10 288 141 65 

3G3E3 317 170 94 
4E7E9 232 85 9 
IH8D6 186 39 0 
7C7 147 

1ca 223 

2 • Test EL!SA réal i sé sur les ant icoros monoc lo naux 4E7E9 , !H8D6 , 3G3E3 

et 3G3D!O e t témoins 7C7 , !CS ; 12D8 e t 8Cll . 

DILUTION 3G3E3 

1/ 50 

1/50 

□ 7C7 

■ l CS 

t. 1208 

Â 8Cll 

1/ 25 

1/25 

□ 3G3E3 

Â 3G30!0 

t. lH8D6 

■ 4E7E9 

1/ dil uti on 

! / di 1 uti on 

25 45 

50 6 

100 6 

ISO 0 

200 5 

DILUTION 7C7 

25 5 

50 0 

100 ·o 
150 19 

200 14 

Fig 14 

3G3D10 4E7E9 lH806 

85 24 76 

38 15 39 

3 9 10 

8 0 0 

10 5 

lCS 1208 sen 
0 5 0 

17 6 0 

22 ID 0 

28 0 

8 l a 0 
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2.4. DETECTION DES CLONES APRES DILUTION LIMITE ET RECH 'ANTICORPS 
MONOCLONAUX . 

Les hybridomes 3G3 , 4E7 et 1H8 culti ont produit 
respectivement 1H8 6 

4E7 
3G3 0,6.10 cellules/ml 

Pour chaque hybridome , on dilue le contenu de macropuits de telle 

sorte que en déposant 100 ul de dilution dans un puits de boite de culture 
celui-ci contienne soit 0,1 cellule par puits (4Xl2 puits ), !cellule par 

puits (2x12 puits), 10 cellules par puits (12 puits). 

Dans certains puits ayant reçu la dilution à 0,1 cellule par 1oo · u1, 

on voit apparaitre une colon.-ie provenant nécessairement d'une cellule , c' 
est un clone . 

1H8 a donné 2 clones 1H806 et 1H8Gll 
4E7 1 clone 4E7E9 . 

3G3 5 clones 3G3E3 ,3G3010 ,3G3E6 ,3G3E7 et 

3G3E9 

Les surnageants de ces clones ont été testés . Certains sont pro~ 

ducteurs d'anticorps antigolgi .(voir tableau 8 et Fig 14 et 14bbisJl est 

certain que le titre en anticorps est peu élevé . D'autre part certains 

s urnageants de clones utilisés comme témoins ne semblent pas négàtifs. 
Ces clones sont produits au laboratoire d'immunologie 

du Professeur A. Depelchin et nous ont été fournis par le Docteur JJ LETESSON 
8Cll et 1208 sont dans notre cas des contrôlè s négatifs adéquats . Les anti­
gènes correspondant aux surnageants de clones témoins ont été caractérisé.scie 
la façon suivante . 8Cll et 1208 sont des clones producteurs d'anticorps anti-

() 

lymphocytes T bovins. Les poids moléculaires des antigènes correspondant 

ne sont pas connus. 

~ est un anti ~ d ' histocompatibilité de classe II bovin. En conditions 
réductrices l e P.M. des peptides reconnus sont de 28,33 et accessoirement de 
30 Kd. Les deux premiers sont exprimés à la surface cellulaire. 

1C8 est un clone sécrétant des anticorps anti-Immunoglobuline IgGl bovine 

Le P.M en conditions réductrices du peptide reconnu est de 55Kd (Chaîne 

lourde) de 150 Kd en conditions non réductrices . 
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Fig 14 bis TITRATION DE SURNAGEANTS DE CLONES PRODUCTEURS D'ANTICORPS 

rbance à 405 nm 

200 150 100 

MONOCLONAUX 3G3E3 3G3D10 1H8D6 et TEMOIN 8Cll . 

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

0 2 

• 3G3E3 

• 3G3D10 

IJ.1H8D6 

O SC 11 

!/DILUTION 
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fig 15 

.Dr L NP l/o 
0.33% 0.16% 0% 

25 119 90 74 
50 79 65 42 

100 66 91 57 
200 22 0 33 

absorbance à 405 nm 

A 

lOO 

□ 

50 

200 100 50 25 

Test ELIS/2 effectués en présence de NP40 à différentes concentrations. 

---------------------------------------------------------------------
/ Sur les anticorps monoclonaux 4E7E9 (en A), les blancs ont été réalisés 

en préincubant les anticorps monoclonaux (50 ul) avec 10 ul de protéines de Golgi 
soluhiliaés 

au préalable (voir texte) . Les concentrations finales de NP40 sont 
de 0 , 0,16 , 0,33 % . (en ll) • La différence est représentée en C. 

0.33% 0.16% 0% 
0.33% 25 15 51 69 25 104 50 20 48 42 50 59 100 0 56 14 100 66 200 0 10 45 200 22 

B 
C 

■ 

■ 

1 /nTI ?nn 1nn 

0.16% 0% 
39 5 
17 0 
35 43 
0 0 
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~ Les 4 antigènes pourraient être des glycoprotéines : 
~ t. - ,..1, 1 an 1gene \J.e Skll"fa , es anti lymphuc-_yte T bovins sont aussi 

un 

de surface ,1C8 est un immunoglobuline .Un croisement avec des antigènes 
ae Golgi vraisemblablement glycosylés est à envisager 

Il est à craindre que les faibles valeurs que nous mesurons puissent 
I être dues à des adsorptions non spécifiques . Ce que nous avons essaye de 

vérifier de différentes manières. 

Le deuxième anticorps Rabbit antiMouse dilution 500 (RAM) a été 

adsorbé sur le fond des puits recouverts de Golgi sans ajouter au préalable 

d'anticorps antigolgi . Les valeurs obtenues sont comparés à celles données 

par la solution d'ABTS seule (moyenne de 4valeurs mesuréeschaque fois ) . 

1 2 3 · 4 c'{}/ltfcJt-
ABrs 100 134 95 14~ ~ \ 
RAM-ABTS 115 145 81 115J e eJ.r . 

Le RAM ne se fixe donc pas de façon non spécifique dans nos conditions de 

mesure.Ln deuxième contrôle est le suivant : ( Fig 15) 

nous avons préincubé 1 'anticorps en présence de membranes de Golgi solubilisées 

durant 22 heures à 0°C en présence ou en 1 'absence de déterqent NONIDET p 40 

(NP40) .L'anticorps est effectivement neutralisé par uné"préintûbatfon de 

22 heures en rése~ e de protéines de Golgi à condition que celle-ci soient 

extraites de la membrane ( en C courbe 0,33 % de NP40) . La concentration de 
ro e,nes Golgiennesest de 3 mg/ml d'anticorps .On sait que l'addition de 

détergents tels que TWEEN 20 et TRITON X 100 n'interfère pas avec le test 
ELISA mais empêche 1 'adsorption non spécifique de 1 'anticorps sur phase soli­

~ de sans interférer cependant avec les interactions hydrophobes préexisatntes 

~ (plastique - antigène ) . 
JL Nous croyons donc que le clone 4E7E9 est réellement producteur 

'\j d'anticorps antigolgi de même que 1H806 , 3G3E3 et 3G3010 . 
'~ 

~if~ .,P: ~~...1.. Nous avons recherché 1 'isotypie des immunoglobulines 
produites . Pour ce , nous avons été contraint de concentrer 

les surnageants de culture contenant les anticorps . Après préci­

pitation au (NH4) 2S04 , remise en solution et désalage sur SEPHADEX 

G 25 à raison d•an vo{ume 5 fois moindre J Nous avons obtenu les 

anticorps monoclonaux 5 fois concentrés . L'isotypie a été déter­

miné par ELISA sandwich . Sur le fond de boites TITERTEKJdu Rabbit 

antimouse adsorbé durant une nuit à 4°C a fixé les anticorps mono­
clonaux concentrés . Après lavage ceux-ci ont été reconnu par des 

anticorps -anti Ig Gl , Ig G2a , Ig G2b et Ig M . 



Fi g 16 
os rbance à 405 nm 

A B 

0 

1HaD6 

Q 

4E7E9l... 
_ GL 

~~ TESTS ELISA SUR SURNAGEANTS DE CLONES 
3G3E3 3G3D10 1H8D6 ET 4E7E9 

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

les surnageants ont été précipités au sulfate ammonique 
remis en suspension dans un volume 5 fois moindre de PBS, et dés,·•. 
lés sur colonne de SEPHADEX G 25 . 

En A 10 ug de protéines de Golgi ont été adsorbées sur le fond 
des puits . 

O En Ig : le deuxième anticorps est la Fab peroxydasel/500 
1 heures à 37°C . 

/::,,, En Ig M:le deuxième anticorps est l 'anti Ig M-biotinylée 

1/1000 1 heure à 37°C suivie de streptavidine -
peroxydase 1/1500 30 minutes 37°C 

En B : 50 ug de protèines de Golgi ont été adsorbés sur le fond 
des puits . 

O En Ig le deuxième anticorps est laFab peroxydase 1/500 
une heure à 37°C . 

/::,,, En Ig M Le deuxième anticorps est l 'anti Ig M -biotinylé E 
1/300 1 heure à 37°C suivie de streptavidine-
peroxydase 1/450 30 minutes à 37°C . 

les blancs soustraits sont dans tous les cas des puits contenant 
Golgi - Milieu de culture - 2e anticorps - ABTS . 

Ils sont en moyenne de 25 pour Ig Met 101 (A) 128 (B) pour Ig G 
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1H806 , 3G3E3 , 3G3010 sont producteurs _..a n..t~ nti­
Golgi de classe M . La classe de 4E7E9 n'a pu être fi~ ~ 

Sur les mêmes préparations d'antic orps monoclonaux anti­
Golgi précipités et concentrés nous avons refait une titration 
dans différentes conditions . Soit le Golgi préadsorbé est à 10 

ug/CC soit à 50 ug/CC . Le deuxième anticorps est soit la Fab­

peroxydase anti Ig6(H+L) soit anti Ig M BI0TINYLEE-avidine peroxy­
dase • Nous avons aussi utilisé ce deuxième détecteur à deux 

concentrations différentes . ( Fig 16) 
Les résultats montrent que la dilution optimale · est de 5 

p o u r 3 G 3 E 3 , 2 p o u r 3 G 3 D 1 0 , 1 p o u r 1 H 8 D 6 . P a r c o n t r e , a P rè's pré ci pi -
tation au sulfate ammonique 4E7E9 ést nul . 



TABLEAU 9 . 

ELECTROPHORESE SUR GEL O! ACRYLAMIDE EN GRADIENT 5 - 20 % . 

Electrophorése sur gel d 1 acrylamide en gradiest 5-20 % (en pré­

sence de SOS ) de membranes de Golgi purifiées (ASR de la galactosyl 

transférase =55 ,2) et de la membrane plasmique purifiée ( 5 1 AMPase 

ASR = 61,82 ) Gl = 50 ug/CC ; G2 = 100 ug/CC ; Ml = 50 ug/CC j M2 = 100 ug 

Les étalons sont respectivement Phosphorylase B i9z: ,5 k[ 

BSA ~ ~ ,2 kC 

Les différents 

à 

Ovalbumine 45,0 kD 

Anhydrase car,m que 
Inhibiteur de la 

trypsine C. 
Lysosyme 

31,0-kD 

21,5 kD 

14,4 kD 

poids moléculaires des protéines 

(

/4u Golgi 

11 mm 109 640 ) 
14 102 300 
16 / 
17 91 200 
19 83 000 
22 75 800 
23 74 100 
26 67 000 
27 66 000 
30 60 250 
32 57 500 
34 52 480 
36 48 900 
38 44 600 
45 36 300 
47 34 600 
52 / 
54 27 500 
59 22 900 
61 21 300 
65 19 000 
72 15 800 

de la membrane plasmique 

109 640 
102 300 
100 000 

91 200 
83 000 
75 800 
74 100 
67 000 

/ 
60 250 
57 500 
52 480 
48 900 

/ 
36 300 

/ 
30 200 
27 500 
22 900 
21 300 
19 000 

/ 
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Après avoir produit des anticorps monoclonaux G3E3 ,3G3D10 ,1 8D6 

et 4E7E9 , la première démarche que nous avons poursuivie est de caractériser 

les antigènes Golgiens correspondant~sur base de leurs poids moléculaires 
A cet effet nous avons tout d 1 abord établi la liste des protéines 

présentes dans les préparations de Golgi de foie de rat purifiées (GD) 
3.1. Inventaire des protéines présentes dans la préparation de Golgi 

purifiée GD et de membrane plasmique purifiée . 1 
- Electrophorèse sur gel plat d 1 acrylamide en gradient 5~20 % . 

Une préparation dont 11 ASR en Galactosyltransférase est de 55,2 a é~ê déposée 
sur les puits du gradient à raison de 50 et 100 ug/piste . Comme n9us suspec~ 

tons un nombre élevé de bandes cela correspond plus au môins à 1 à 5ug 
de protéines par bande ,quantité détectable au bleu de C66mas~~e . EN examinant 

1 1 electrophorèse , on constate qu 1 il est préférable d1 utiliser 50 ug/piste 

pour éviter toute surcharge . 20 bandes ont été détectées dont les poids 

moléculaires ont été calculés par rapport à des substances étalon de poids 

moléculaire connu qui ont migré sur le même gel . La droite d 1 étalonnage 

(fig J8 )reprend des protéines étalon de faible poids moléculaire (BI0RADj 

La distance de migration des protéines évolue linéairement en fonction du 
logarithme du poids moléculaire 

Nous avons réparti sur cette droite la distance de migration 

de toutes les bandes décelables et calculé les poi!i.écul-aires _:_:respond-
ants _qui sont repris dans le tableau 9 . --..... 

Afin de préciser les protéines de haut oids moléculaire ous 

avons effectué de plus une électrophorèse sur gel d 1 acrylamide à 12 % , les 

étalons sont dans ce cas de haut poids moléculaire . --
La droite d'étalonnage est linéaire entre un logarithme de poids 

moléculaire de 5,301 et 4,802 ( poids moléculaire 200 000 et 66 200 ) .Les 
poids moléculaires des protéines de Golgi sont repris au tableau 10 

L1 ensemble des poids mo l éculaires déterminés en électrophorèse 

sur gel d 1 acrylamide 5-20 % et 12 % sont repris au tableau 11 . 
Sur le gel d 1 acrylamide en gradient 5-20 % ,deux puits ont reçu 

50 et 100 ug d1 une préparation de membrane plasmique purifiée (ASR de la 51 

Nucléotidase = 61,8) . Les poids moléculaires des protéines de la membrane 

plasmique sont repris au tableau 9. Afin de povvoir discv ter des résultats 

obtenus , nous avons repris au tableau l'l les valeurs de poids moléculaire 
de protéines de Golgi repertoriées dans la littérature . 



TABLEAU 10 . 
ELECTROPHORESE SUR GEL D'ACRYLAMIDE a 12 % 

Electrophorèse sur gel d' acryl ami de a 12 ~~ en présence de SOS . 

Une préparation de Golgi purifiée ( galactosyl transférase ASR = 

a été déposée a raiso n de ((adroite) , 83, 63 ;-42 et 21 ug par puits 

les étalons sont respect'1ement la myosine 200 000 daltons 

1Gâlactosidase 116 250 daltons 
phosphrylase B 92 500 daltons 

BSA 66 200 da 1 tons 

Ovalbumine 45 000 daltons 

Les différentes bandes protéiques du Golgi sont de 

tableau I 0 PM 

2 .::no 263 coo _ 
3 mm. 251 000 
,... 

::no 240 000 ? 
, 

199 500 0 mm 

8 mm 177 800 

IOm:i. 162 100 

I3!!ll!l r-q ,::...., 800 

1 Emm IOO 000 

28mm êO 250 

3~ 53 70 

36mr:i 5I 250 

4;mr:i 46 700 

52:nm 39 800 

6Srn!!1 28 800 

73mn 26 300 

78mm 23 90U 

83l!II:l -? ~- 380 
-
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ON constate que au nombre des proteines du Golgi on retrouve 

une bande de 66 000 correspondant à la sérum albumine/protéine contenue dans 

le Golgi . Nous avons signalé que le lavage des membranes de Golgi à la suite 
du gradient ·était sans doute ,nsutt1sant pour vider cel îes-ci de leur contenu. 

Or un des rôles principaux de l 'hé_patoc_yte est de synthétiser et exporter 

l'albumine dont le trajet emprunte la voie du Golgi .Notons que cette bande 
est absente dans les préparations de membranes plasmiques . Nous nous sommes 
attaché à e_xamin_er de plus près si d'autres protéines pouvaient être des 

contenus de Golgi : Effectivement 44 600 est le poids mloéculaire de APO A IV 

(HOL) , 34 600 le poids moléculaire de APO E . Ces deux protéines ne se re~ 

trouvent pas dans la membrane plasmique ( Ce qui confirme leur identité) , 

27 500 serait l 'APO AI ; èependant une protéine de même poids moléculaire 

se retrouve sur la membrane plasmique . 

APO A IV est une protéine de lipoprotéine HOL ( présente aussi dans 

les LOL) de poids moléculaire 44 600 , APO Ede poids moléculaire de 34 600 

est présente dans toutes les classes de lipoproteines de rat , Apo AI est la 
protéine majeure des HOL et LOL . HOWELL et PALAOE , décrivent en outre trois 

peptides de poids mbléculaire compris entre 11 000 et 7 000 (triplêt )et pré­
sent dans toutes les classes de lipoprotéines 

Les protéines associées à la membrane de Golgi que nous retrouvons 
, -

dans les electrophoreses (110 , 75 67 , 47 ,46 Kd)et dont on connait le 

rôle sont la mannosidase II de 110 kO(produit de dégradation à activité 
enzymatique d'un composé de 124 kO) , la Mannosidaseide poids mbléculaire 
75 RD - , la Galactosyl transférase de poids moléculaire de 67 kO , la Sialyl 

transférase de 47 kO et la N ac~tyl glucosaminyl transférase de poids molécu­
laire 46 kD .Les poids moléculaires de 110 , 75 et 67 kD se retrouvent aussi 
dans la membrane plasmique . 

Ce relevé d'inventaires des protéines Golgiennes devrait nous 

permettre d'identifiér éventuellement les antigènes correspondant aux anti­

corps monoclonaux que nous avons produit . 



TABLEAU 12 POIDS MOLECULAIRES DE PROTEINES DE GOLGI RELEVES DANS LA LITTERATURE ( .foie de rat ) . 

1. MEMBRANE 
-

référence poids moléculaire en kD pl remarques 
SOS-PAGE sephadex 

ol.. Mannosidase ( 38 ) 75 - 80 295 5,8 glycoprotéine 
145 - 150 tétramère 

Galactosyl transférase (53) 46,5 91ts localisation~ 
(53) 67 

N Acetyl glucosaminyltra~sférase 1(35 58-46 foie de lapin 
doublet 

Mannosidase II (54) 124-( 110) 

Sialyl transférase (28 ) 47 (41) 

? (22 ) 135 - 110 
. -.. 

2 _CONTENU 

albumine (48) 66 
APO A IV (48) 44,6 HDL 
APO E ( 48 ) 34,6 toutes les lipoprotéines 
APO AI (48) 27,7 HDL - LDL 

1 

) sont les produits de dégradation . 
>k CIS et MEDIAN pour les substrats endogènes . . 

TRANS pour les substrats exogènes 

CO 
0 



TABLEAU 1 1 Synthèse des poids moléculaires de protéines de Golgi 
présentes dans une préparation purifiéè . 

GEL à 12 % 

263.0 
251.0 
240.0 
1Q9.5 
177 .8 
162.1 
128.8 

100 

60.2 
53.7 

51.3 

46.7 

39.8 

28.8 

26.3 
23.9 

22.4 

GEL en gradient 5 - 20 % 

1Jf109.6 
102.3 

-91.2 
83.0 

~ 75.8 
74.1 

*67 .0 
66.2 
6u.T 

52.5 

48.9 

44.6 

36.3 
34.6 

lJl-27. 5 

22.9 

21.3 
19.0 
15.8 

La préparation utilisée présente une ASR de la galactosyl transférase de 

55.2 et 68.8 . La colonne de droite reprend les résultats del 'electrophorè­

se sur gel d'acrylamide en gradient 5-20 % et la colonne de gauche les résu1-

tats d'electrophorèse sur gel d'acrylamide 12 % . 
Sont souligné__sles poids moléculaires dont on a identifié la fonction *1 'asté 
risque marque les poids moléculaires retrouvés simultanément dans la membrane 

de Golgi et la membrane plasmique .(ilectrophorèse 5 - 20 % ) 
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3.2. Poids moléculaires des antigènes correspondant à 3G3E3 , 3G3010 , _ 
1H806 et 4E7E9 . Cc,U)C)i . ? k.oC-R-l._& C-L-, 

• 

Les poids moléculaires des antigènes recon s par 3G3E3 , 3G3010 
1H806 et 4E7E9 ont été déterminés par immunoblotti g après western blot . 

L'électrophorèse sur gel d'acry _____ aite sur gel 12 % . 
2 puits contiennent des protéines étalon , les autres puits un échantillon 

de Golgi (G) , de membrane plasmique (M) et de membrane de lysosome (L) .Cette 
triade est répétée autant de fois que le gel le permet . Après migration le 
contenu de ce gel a été transféré sur feuille de nitrocellulose et cette 
feuille découpée de la façon suivante : les pistes étalon et un certain 

nombre de triades GML .Les languettes étalon sont colorées à 1 'ami do black,les 
triades GML sont incubées en présence d'un surnageant de clone différent 
dilué dans TRIS NaCl Ovalbumine 3 % (dilution 1/10 ) durant 3/4 heure 

Après lavage le deuxième anticorps (Rabbit antimouse couplé à la 

peroxydase ) est lui-même adsorbé durant 3/4 heure . Après de nouveaux lava­

ges la présence de la peroxydase est révélée au moyen de substrats de 1 'enzy­
me : H202 et diaminobenzidine 5 séries différentes d'electrophorèse 
ont été réalisées . 

- Electrophorèse et immublotting N°1 . ( tab l ea u 13) 

Dans la première série· nous avons utilisé comme contrôle 

négatif le surnageant de clone 1C8 (anti Ig G bovine) . Ce contrôle négatif 

ne laisse pas(très · peu)apparaitre de marquage ni pour la membrane de Golgi ,ni 

pour la membrane plasmique , ni pour les lysosomes . 3 surnageants de clones 

an tigôTgi ont été testés 3G3010 , 3G3E3 et 1H806 . Tous trois sont positifs 

vis à vis du Golgi , de la membrane plasmique et de la membrane lysosomale. 
Tous trois se fixent sur un doublet de protéines de Golgi , les poids molé­
culaires se situent aux alentours de 46 000 et 60 000 ceci pour 3G3E3 ,3G3010 __ 

et 1H806 .1 H806 se fi xe en plus sur un pol ypeptide de poids moléculaire de 

71 000 daltons . Tous trois se fi xent sur la membrane plasmique .Cependant 

les réponses ne sont pas semblables . En effet 3G3010 et 3G3E3 reconnaissent 

outre les polypeptides de poids moléculaire (PM) 46 et 60 kD une bande suplé­

mentaire de 95,5 kD . 1H806 se fixe uniquement sur les bandes de 46 kD et 60 

kD ce qu i est don c l a n~me situation que dans le cas du Golgi 



Tableau 13. Résumé des poids moléculaires des peptides détectés sur 

immunotransfert après SOS-PAGE. (immunoblottings n°1,2,3,4 et 5) 
1..~ 1'-b) 

Immunoblotting Anticorps Gal gi membrane plasmique membrane lysosomial 
monoclonal 

1 1C8 aucun, aucun aucun 
q 46-60 46-60-95 46-60-95-170 

1 

c 3G3D10 
0 3G3E3 46-60 46-60-95 46-60-83-95-166 

1H8D6 46-60-71 46-60 46-60-83-95-123-166 1 

2 7C7 aucun 2 bandes aucun 

3G3E3 2 bandes 2 bandes 4 bandes 

3G3D10 2 bandes 2 bandes 4 bandes 

1H8D6 2 bandes 2 bandes 6 bandes 

3 3G3E3+Go l gi aucun 
3G3E3 50-61 50-61-129 50-61-229 

4 3G3E3 47-59 

3G3D10 47-59 

1H8D6 47-59-64 

5 4E7E9 36-51 

Remarque :les anticorps soulignés servent de référence (voir texte) 
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3G3E3 , 3G3D10 et 1H8D6 reconnaissent tous trois des peptides pré­

sents dans la membrane lysosomale .Ce sont ici encore les unités de 46 et 60 

kD avec pour chacun d'eux une particularité : deux bandes suplémentaires sont 

visible5sur le transfert incubé en présence de 3G3D10 , troi s bandes supplé­
mentaires si le blotting est incubé avec 3G3E3 et 4bandes suplémentaires 
si la reconnaissance est due à 1H8D6 . 

Les PM des peptides appartenant à la membrane lysosomale sur les­

quels se fixent les surnageants de 3G3 sont dans l I ordre croissant 46 , 60 , 
95,5 169,8 kD . 

3G3E3 est un surnageant de clone ayant une 

certaine affinité pour les unités de PM 46 kD , 60 kD ,83,1 kD , 95,5 kD et 

165,9 kD 

1H8D6 est un clone producteur d'anticorps 
dirigés contre 6 peptides de la membrane ly;,~male 46 , 60 , 83,1 , 95,5 
123 et 165,9 kD . 

Discussion : Nous avons utilisé des gels d'a rylamide à 12 % ceci pour couvrir 

la gamme de PM la plus étendue possible sachan\ bien que pour les peptides 

de faible poids moléculaire la précision lleure dans un gel d'acryla-
mide en gradient 5 - 20 % . 

cependant nous reférant au tableau 12, tableau qui reprend les 
Pm des rpotéines dont la fonction dans l'appareil de Golgi est connue , nous 
essaierons d'identifier les antigènes correspondant aux clones testés . 

Un doublet . 46 et 60 kD présent sur les trois types de membranes 

Golgi , membrane plasmique et lysosomale correspond au PM (46 et 58 kD) de la 
N Acetyl Glucosaminyl transférase purifiée à partir de foie de rat . Cet enzy­
me accroche un groupf. Glc N Acetyl après l'action de la mannosidase II . 7 
activités différentes de cet enzyme ont été identifiées jusq'a présent dans 

différents tissus ( 35 ) . 

Ci'-est le seul doublet décrit parmi les enzymes du Golgi . Il est 
à remarquer toutefois que les poids moléculaires que nous avons déterminés 
sont sans doute imprécis . Dans le répertoire que nous avons établi (tableau13) 
à partir des différentes électrohorèses que nous avons faites dans les mêmes 

conditions J Ce doublet se re~rouve d ch~que fois et les poids molecu,aires 

son~ approximativement 1es ff~mes La référence que nous utilisons provient 

de foie de lapin et non de rat: le PM d·un même enzyme varie suivant l' 

espece aont il provient . Le PM de 1a Galc~osyl transférase varie ae 4~ à 6~ 

kD( avec une dizaine ae variantes interméaia1res ) suivant ~ue l ·enzyme 

provienne du sérum de rat ou de foie de poulet : ce sont des restrictions 

à apporter à cette identification . 



-­Signalons que nous n'avons pas ajouté dans nos expérienc s d'inhibiteurs 

de protéases lors del 1 isole~ent des différents types d membranes et que lors 

de la découpe et du réassemblage des pistes de n· trocellulose des erreurs 

sont inévitables --:--

Toutes ces réserves étant faites , l 'anti.gène le plus probable est 
la N Acetyl Glucosaminyl transférase I parce que c'est le seul sous forme 
doublet et que les poids moléculaires correspondent bien : · 

Que signifient les poids moléculaires additionnels retrouvés dans 

la membrane plasmique ? 95,5 kD : ce pourrait être un dimère de 46 kD , ceci 

étant évidement une pure spéculation : en effet en SOS-PAGE et après 100°C 

normalement on ne doit pas observer de dimère . Notons que la Galactosyl 

transférase a été localisée sar la membrane . p1asrnique ( 53) . 

Quel sens attribuer aux peptides supplémentaires identifiables 

dans la membrane des lysosomes ? On sait que le transfert d'enzymes lysoso­

miaux à partir du lieu de synthèse et glycosylation (réticulum endoplasmique 

et Golgi ) se fait par transport vésiculaire vers les lysosomes . Il ne serait 

pas étonnant dès lors de retrouver des protéines de Golgi dans la membrane 

lysosomale . 

(remarque ! un anticorps anti -membrane lysosomale 1202 (55 ) est dirigé 
contre des peptides de PM 166 kD / 66 à 77 kD . Seul le peptide antigènique 

66 - 77 kD est reconnu dans la membrane plasmique et de Golgi . 

ELECTROPHORESE et IMMUNO BLOTTING N°2 . 

Dans ce de~xième test, un autre contrôîe négatif a été utilisé • 
c'est le surnageant du clone 7C7 (âni1 classe II bovine). Ce contrô1e néga~ 
tif, ne distingu~ pas d~ peptid~s dans la piste Golgi ni dans la piste lyso­

some . Par contre il marque une double bande sur la piste membrane plasmique. 
Les antigènes ·:bovins du complexe majeur d'histocompatibilité classe II sont 

glycosylés , se trouvent sur la membrane plasmique : deux points communs 
avec les protéines de la membrane plasmigue de foie de rat. 

les mêmes trois anticorps antigolgi déjà étudiés précédement ont 
été testés ici : 3G3E3 , 3G3010 et 1H806 . Incubés en présence de protéines 

go lgiennes fixées sur nitrocellulose , tous trois se fixent sur un doublet 
dont les poids moléculaires (PM) sont semblables à ce qué nous avons décrit 

précédement . Il est donc à noter qu'ici encore il s'agit d'un doublet mais 
- -

que les PM donnés sont déterminés avec trop peu de précision sur l 'immunoblo-

tting et sont peut être sujets à une hydrolyse protéolytique au cours de la puri 
fication des membranes . En ce qui touche la membrane olasmigue , nous n'avons 
pas détecté ici de peptides supp lémentaires .Ceci est peut être dû à un 

manque de sensibilité . 
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La membrane lysosomale est ici encore la plus riche en polypepttdes 
correspondant aux trois surnageants de clones testés . 3G3010fournit un anti­

corps dirigés contre 4 protéines de la membrane lysosomale approximativement; 

3G3E3 correspond à 4 antigènes de la membrane lysosomale . Enfin 1 'anticorps 

fourni par le clone 1H806 est ici aussi de même que , dans 1 'immunoblotting 
précédent fixé sur 6 peptides . 

- Electrophorèse et immunoblotting N°3 . 

Nous avons remarqué précédemment qu'un surnageant de clone utilisé 

comme contrôle négatif ne l'est pas nécessâirement (7C7) tandis que un autre 

(1C8) ne se fixe ni sur les protéines de la membrane de Golgi , ni de la 

membrane plasmique , ni de la membrane lysosomale . 

Les contrôles négatifs sont très importants .Aussi nous avons tenté 

dans cette troisième expérience de neutraliser le surnageant (3G3E3) par une 
préparation de Golgi avant del 'appliquer sur la feuille de nitrocellulose 

comportant les peptides golgiens pistes CD E F G H 

En Cl 'anticorps 3G3E3 a été appliqué tel quel sur la membrane de 

Golgi , plasmique et de lysosomes . Les poids moléculaires détectés sont de 
50 et 61 kD ( doublet présent sur les 3 pistes) et une bande supplémentaire 

pour la membrane plasmique ( 

(229 kD) . 

128,SkD) de même que la membrane des lysosomes 

Lorsqu'on préihcube l'anticorps 3G3E3 en présence de quantités 

crôissantes de membranes de Golgi on constate une disparition à partir de la 
dose 1260 ug du doublet normalement détecté (2,5 mg de protéines de Golgi/ 
ml d'anticorps ) 

Il est donc a exclure que le deuxième anticorps RAM soit lui même 
fixé sur les doublets du Golgi ( contrôle direct que nous n'avons pas fait) 
et il resort d'autre part que cette inhibition traduit une spécificité pour 

les protéines du Golgi . 

Sur le même ïmmunôblotting en A et C sont repris des résultats 

obtenu avec des surnageants d'hybridomes avant di lution limite . Nous y 

reviendrons plus loin . 

7 



- Electrophorès e et immunoblotting N°4 . 85 

Vu la disparité des PM déterminés dans les immunoblotting 1 2 3 nous avons 

refait encore une fois la même expérience en utilisant cette fois uniquement 

des membranes de Golgi 

Ici encore les 3 anticorps testés 3G3E3 ,_3G3010 et 1H806 se fixent 

sur un doublet de 47 et 59 kD ; 1H806 se fixe de pfûs sur un peptide de PM -
64 kD . 

- Electrophorèse et immunoblotting N°5 . 

Nous avons testés un 4e anticorps monoclonal antigolgi à savoir 

le 4E7E9 . Le clone produisant cet anticorps semble peu stable : en effet 

les surnageants produits sont loin de fournir des réponses semblables en ELISÂ. 

(résultats non montré ) . Le poids moléculaire des peptides reconnus serait 

peut être de 36 et 51 kD . Ici encore il s'agit d'un doublet . S'agit-il de 

la sialyl transférase ?(tableau~~) . Cet enzyme de foie de rat après purifi­

cation et electrophorèse en SOS-PAGE a été caractérisé par un pôids moléculai­
re de 47 kD (bande - faible ) et 41 kD ( bande principale mais qui résulterait 

de la dégradation de la première ) . Tenant compte des réserves émises précé­

dement , 1 'hypothèse Sîàlyl transférase serait à envisager mais on ne peut pas 
exclure que le doublet soit celui de la N Acetyl Glucosaminyl transférase! . 
Les poids moléculaires sont à vérifierpuisqu'ils n'ont de toute façon pas été 

confirmés • 

Nous avons repris dans le tableau la synthèse des différents poids 
moléculaires correspondant aux anticorps 3G3E3 , 3G3010 ·:~ 1H806 et 4E7E9 . 
Nous supposons que 3G3010 , 3G3E3 • 4E7E9 et 1H806 sont susceptibles de se 
fixer sur les mêmes polypeptides de la membrane de Golgi . Ce doublet de 

polypeptide? pourrait être , sous toutes réserves , la N Acètyl glucosaminyl 

transférase , réserv~s qui sont dus à 1 'imprécis. ion des résultats . En effet 

nous avons expose les raisons de cette imprécision précédement -

Nous supposons que le 4E7E~ pourrait produire unanticorps anti Sialyl 

transférase • 
Q.uoi qu'il ensoit ces commentaires incitent à des expériences 

complémentaires :·les anticorps inhibent - ils les 2 enzymes candidats ? Leur 
fixation est elle ~lle-même inhibée par les substrats de l'enzyme auquel cas 

ces anticorps seraient dirigés contre le site actif . 

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



TABLEAU 14 . 

SYNTHESE DES RESULTATS (ELISA ET IMMUNOBLOTTI NG) OBTE NUS SUR LES SURNAGEANTS 

DE CULTURE D'HYBRIDOMES EN MACROPUITS (avant dilution limite ) . 

NOM del 'hybridome ELISA 

absorbance 

à 405 nm 

immunoblotting 

sur Gôlgi(G) 

immunoblotting 

G M L 

lAll 

1H9 

2C3 

3Fll 

3H2 

3H6 

5B8 

5B8 

5B9 
508 

509 

5G3 

5010 

5012 

5Gl0 

6H2 

5H2 

5H3 

8C5 

5Hll 

8F12 

8Gll 

7C7 

1C8 

175 

172 

202 

149 

261 

107 

120 

52 

183 

191 

161 

195 

218 

193 

163 

186 

156 

207 

301 

258 

371 

343 

146 

223 

28 

25 

55 

2 

114 

0 

0 

0 

36 
44 

14 

47 

71 

46 

16 

39 

9 

60 

154 

111 

224 

164 

+ (2) 

- ( 3) î 

(3 ~ 
,:- (1) 

+ ( 2) 

~ - ( 3) 

- ( 2.) 

- (2) 

+ ( 2) 

- (3) 

- (3) 
~ (). }-- ) 

+ ( 1 ). 

+ ( 2j 

+ ( 3) 

7 1),...,-; 
'---~ 

+ ( 1) 

_,-( 2) 

c-1 
HW 

+ ( 1) 

- (4) 

( 4) 

+ + + ( 7) 

+ + + ( 6) 

+ + + ( 6) 

+ + + ( 8) 

+ + + (5) 

+ + + (6) 

+ + + (5) 

Les tests ELISA ont été effectués conformement à matériel et methodes. 

les immunpbloiting ont été effectués après' transfert de 8 electrophorèse sur 

Gel d'acrylamide en présence de SOS numérotés de (1) à (8) . 

Les poids moléculaires sont déterminés à partir d'un étalon par gel 

Pour (1) ,les poids moléculaires des antigènes du Golgi sont de 

39 800 et52 480 . 

( 2j , les poids moléculaires des anti gènes du Gol gi sont de 

50 000 et 6:1. 000 



(3) , les poids moléculaires des antigènes du Golgi sont de 

84 900 et 45 000 . 

(4) , aucun antigène du Golgi n'est mis en évidence 

(5) , les poids moléculaires des antigènes du Golgi (G) sont 
pour le 5D12 51 200 et 36 300 . 

5H2 51 200 et 36 300 . 
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de la membrane plasmique 

(M) sont pour 5D12 72 000 , 51 200 et 36 300 . 

5H2 51 200 et 36 300 . 
de la membrane lysosomale 

(L) sont pour 5012 51 200 · et 36 300 

5H2 158 000 ,120 000 , 97 000 , 

72 000 , 51 200 et 36 300 . 

(6) , les poids moléculaires des antigènes du Golgi (G) sont de 
pour le 5B9 44 660 et 59 000 . 

3H2 89 000 , 44 660 et 59 000 . 

5Gl0 134 890 , 125 000 , 44 660 et 59 000 

de la membrane plasmique 
(M) sont pour 5B9 44 660 et 59 000 . 

3H2 44 660 , 59 000 et 72 000 . 

5G10 44 660 , 59 000 et 134 000 . 
de la membrane lysosomale 

, (L) sont pour 5B9 44 660 et 59 000 . 
3H2 44 660 59 000 -

5G10 44 660 , 59 000 et 134 000 

(7) , les poids moléculaires des antigènes du Golgi (G) , de la membrane 
plasmique (M) ·et de 1 a membrane des lysosomes n'ont pu être 

déterminés . Par contre on peut dire que ce sont les mêmes 
antigènes qui sont reconnus pour les trois types de membrane 

(8) , les poids moléculaires des antigènes du Golgi (G) sont de 
50 000 et 61 000 . 

de la membrane plasmique(M) 
sont dè 50 000 et 61 000 

de la membrane des 

lysosomes (L) sont de 186 200 , 61 000 et 50 000. 



TABLEAU 15- SYNTHESE DES POIDS MOLECULAIRES DES ANTIGENES CORRESPONDANT AUX HYBRIDOMES . 

GOLGI MEMBRANE PLASMIQUE MEMBRANE LYSOSOMALE 

5DIO 39 52 50 7,i 52 74 52 74 
5H2 36 39 52 36 52 36 52 72 97 120 158 
8Gl 1 39 52 
JAi 1 50 61 
3H2 45 59 67 89 45 59 · 72 45 59 
5B9 45 59 67 89 45 59 45 59 
5D12 36 59 67 36 52 72 36 52 
5GIO 45 59 85 125 134 45 59 134 45 59 134 

Sont soulignés les poids moléculaires qui se retrouvent sur deux immunoblots différents . 



molé 

Il serait sans doute utile et nécessaire 

des antigènes par immunoprécipitat· 

rat ou d'hépa..to-eytes- isolés_ ma_c.qu_é.s.......a.u préalable à 

87 

déterminer les poids 

protéines de foie de 

methionine S35 , à la 

itiée in vivo ou à 1 'iode 125 in vit~ Et en utilisant une electro-----phorèse -s..w:_g d-L-aeryl-amide en gradient 5 - 20 % • L' .immunoprécipitation 

permet d'autre part de détecter des épitopes confoY'mationnels et séquentiels , 
1 'immunoblotting uniquement des épitopes séquentiels . 

3.3. Recherche d'hybridomes produisant des anticorps dirigés contre d'autres 

protéines du Golgi . 

Nous avons constaté que parmi les 4 clones étudié.s3 d'entre ëux 

quoique n'étant sans doute pas identiqueSquant aux épitopes reconnus étaient 

cependant vraisemblablement dirigés contre les mêmes protéines 

Nous avons repris un cert~in nombre d'hybridomes qui avaient été 

congelés , nous les avons retestés après re-culture en macropuits (tableau7 èt 1 

ét appliqué ces surnageants sur des transferts d'electrophorèse sur nitro­

cellulose . 

Les resultats sont repris sur le tableau 15 • 

Ces résultats préliminaires nous permettent d'espérer que 3 anti­

gènes différents se retrouvent dans cet inventaire Leur3poids moléculaires 

principaux seraient peut être 45 , 52 et 59 kD . 

45 serait peut être la sialyl transférase . Nous excluons APO A 
IV puisque nous retrouvons cet antigènJ

5
dans la membrane des lysosomes 

et plasmique et que APO A IV appartiént au contenu secrétaire du Golgi . 
52 reste à notre connaissance indéterminé . 

59 correspond peut être à la N Acetyl Glucosaminyltransférase • 
Ici encore il est évident que ces résultats préliminaires ne peuvent que 

nous engager à effectuer des contrôles supplémentaires connus , nous 1 'avons 
envisage' plus haut. 
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4. Caractérisation des antœgènes correspondant aux clone 
immunocytochimie ( photos 3 ;à 7 ) 

Nous avons tenté de localiser les antigènes correspondar 

aux anticorps monoclonaux 3G3E3 3G3D10 1H8D6 et 8Cll par 

immunofluorescence sur coupes à congélation ( 4 um) . L'anticorps 

fluorescent est défini par le fabricant:anti-Ig de souris - FITC. 

La technique décrite par ORCI (45) permet d'affirmer que 

dans les conditions que nous avons utilisées (pas de fixation aux 
aldéhydes - fixation à 1 'acétone -perméabilisation par séchage 

de coupe) 1H8D6 est positif (photo 3) . Nous ne sommes pas en 

mesure de définir les structures reconnues : Il semble que le 

Golgi soit m rué ainsi que la membrane plasmique . 

3G3D10 (photo4) semble provoquer le même type de marquage 

pointillé fin mais nettement marqué . 

photo 5) est négatif de même 8Ell(photo 6)(anti­

de contrôle ) 
A titre de contrôle positif le polysérum ( photo 79 est 

à même de provoquer une fluorescence intense couvrant la majeure 

p a r t i e d e 1 ' h e p a t o c y t e s a u f p e u t - ê t r e 1 à o u s e ra i en t ; oc a 1 i s é s 1 es 
noyaux . 

Nous avons tenté de reproduire ces resultats préliminaires 

par immunofluorescence . La reponse n'est pas identique. 
ceci serait dG à une différence . de dil ution 

du 1er anticorps .(1/1 au lieu de 1/2 .... ) 

Ces résultats tout à fait préliminaires nous permettent 
· d'espérer que 1H8D6 et 3G3D10 seraient des marqueurs morpho-

L 

1 o g i q u es , ma 1 h e t.te us e men t p e u s p é c i fi q u e s . C ' e s t à q u 6 i i 1 fa 1 1 a i t 
s'attendre vu les résultats d'immunoblotting . 

Il est possible toutefois que dans d'autres conditions 

de fixation (glutaraldéhyde formaldéhyde ) des épitopes anti­

géniRues soient altérés de façon différente suivant leur locali­

sation intracellulaire et que de ce fait ces marqueurs anti-Golgi 
soient ph is spécifiques . 

Le volet positif de cette réaction étendue au Golgi,3ux 

membranesplasmiques,membrane&de lysosomesest qu'une relation 
interorganites est établie pour un antigène donné . Il est donc 

nécessaire d'étendre cette étude morphologique en variant la 
fixation , 1 'enrobage , le deuxième anticorps . 
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Immunofluorescence Le trait représente 50 um. 
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Immunope'.oxydase: le trait représente 50 um 

[es~résultats en immunoperoxydase confirment ceux que nous avons établi en 

immunofluorescence: 1H806 est positif et marque ce qui semble être la membrane 

de petites vésicules qui appartiendraient à l'appareil de Golgi (photo 9) et 

la m rane de vésicules de taille beaucoup p·lus importante (photo 8) . 

3G3010 (photo 10) de même quel 1 antisérum de fusion (photo 11) marque le con­
tenu d'un ensemble qui serait aussi l'appareil de Golgi: 

4E70 et 3G3E3 sont légèrement marqueurs des-mèmès structures en immunoperoxyda­
se ( on montré) y---

Le c ntrôle 8Cll (photo 12) et le sérum de fusion sont négatifs. 

f 
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ÜI CONCLUSIONS GENERALES . 

Nous avons obtenu en utilisant la méthode de WIBO et al 

( 51) une fraction llO l gi de foie de rat hautement purifié .Nous avons établi 

l'inventaire des proté;n~c ~t n~~~i~~~ qui y sont représentés ( par SDS-PAGE). 

Les préparations nous ont servi à immuniser des souris BALB/C 

Parallèlement nous avons purifié la membrane plasmique 

de foie de rat suivant la methode de BROWN et al (40) et décrit le repertoire 

des protéines présentes . Nous avons aussi isolé à partir de foie de rat des 

membranes de lysosomes . (41) 

L'immunisation de souris BALB/C par du Golgi de foie de rat 

a donné une réponse immunitaire . Nous avons testé les sérums produits par 

ELISA nous assurant auparavant que les conditions de dosage sont optimales 

Après avoir procédé à la fusion de lymphocytes de rate de souris immunisées 

avec des cellules myélomateuses SP2 nous avons recherché la présence d'hybridomeE 

positifs par ELISA. 3 hybridomes donnant une réponse élevée ont été clonés 

4 clones ont été obtenus 3G3E3 3G3DIO IH8D6 et 4E7E9 . Ces clones donnent une 

réponse positives en ELISA, en utilisant la Fab peroxydase-Anti Ig G de souris. 

La réponse est relativement faible , cependant des contrôles ( clones négatifs , 

omission du premier anticorps , neutralisation d'un monoclonal par une préincu­

bation avec des membranes de Golgi) ont mis en évidence que ces clones sont 

réellement producteurs d'anticorps anti Golgi . 

3G3E3 3G3DIO et IH8D6 sontdes i~munoglobulines de type 

Ig M.( les tests ELISA ont été confimés en utilisant comme deuxième anticorps 

l'ant.w,iotine - avidine peroxydase) 
Ig M Après transfert sur feuille de nitrocellulose après SDS-

~AGE incubation avec les différents anticorps monoclonaux et détection de 

ceux-ci au moyen d'immunoglobulines anti-souris couplées à la peroxydase, Nous 

avons déterminé le poids moléculaire des peptides antigéniques . 

1H8D6 3G3E3 3G3D10 se fixent sur des peptides de poids 

moléculaires 47 et 60 kD environ . Les poids moléculaires-doublet sont proches 

de ceux de la N Acetyl glucosaminyl transférase I. Les anticorps monoclonaux 

se fixent sur ler$gir~des présentes dans les membranes plasmiqueset lysosomales; 

des bandes supplémentairessont antigéniquesdans les deux types de membranes. 

4E7E9 se fixe sur des bandes de poids moléculaires plus 

faible ,qui si cela se vérifiait
1
correspondraient à la sialyl transférase 

L'immunocytochimie par fluorescence permet d'espérer que ces 

anticorps seront utiles en morphologie . 
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En conclusion : nous avons pu produire des anticorps monoclonaux 

anti-Golgi ; ces anticorps mettent en évidenèe que le Golgi , la membrane 

plasmique et la membrane lysosomale sont toutes trois des membranes - hôtes 
communes pour l'antigène 47 - 60 kD . Si cet antigène était réellement la 

N Acetyl glucosaminyl transférase I cela signifierait que le remaniement de 
la glycosylation ne s'arrete pas au Golgi . 
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ELECTROPHORESE SUR GEL D'ACRYLAMIDE EN GRADIENT 5- 20 %. 91 

5 

DROITE D'ETALONNAGE. 

---------------------- (gradient 5 - 20 ¾) 

faible poids moléculaire . 

Phosphorylase · B 

BSA 
92 500 

66 200 
Ovalbumine 45 000 

Anhydrase carbonique31 000 
Inhibiteur de la 21 500 

Trypsine 

Lysosyme 14 400 

4,966 

4,820 

4,650 

4,490 

4,330 

4,158 

longueur de migration (cm ) 



ELECTROPHORESE SUR GEL D'AC RY LAMIO E A 12 % . 92 

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

r, ,,.___ 

log P 

5,3 URUllt u·tlALU NNAb~ . 

---------------------
gel d'acrylamide à 12 % . 

5,0 HAUT POIDS MOLECULAIRE . 

PM 1 og PM 
MYOSIN 200 000 5;301 

GALACTOS IDASE 116 250 5,065 

PHOSPHORYLASE B 92 500 4,966 

BSA 66 200 4,802 

OVAL3UMINE 45 000 4,652 

i,5 

. ,0 
5 10 lon gueur de mi gration (cm) 



ET 

N°1 I MMUNOBLOTTING . ( WESTERd ?J?,ot ) 

1 . Electrophorèse sur gel d'acryLa.mide 12 % de membrane purifiée de 

Golgi (GaLactosyL transférase ASR : 80. 5 J 

1er puits cntient 80 ug de protéines (membrane de Golgi) . 

2e puits contient 80 ug de proteines (membrane pLasrrrique ) . 

3e puits contient 81 ug de protéines (membrane de Lysosomes) 

2. Les bandes de nitroceLLuLose après trasfert sont incubées avec 

Les anticorps monoclonaux 3G3D10 , 3G3E3 , 1H8D6 et 1C8 . 
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Les poids moléculaires des étalons sont de 200 000,116 250 , 92 500 

66 200 et 45 000 (ovaLburrrine) . 
~ 
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ET 

N°2 L.\f11UNOBLCT~ING .( -;.rzsT~3N Ytot) 

1 • Electr':J'phorèse sur gel d 'aCT"d lamide 12 % de membrane pu.ri fiée de 

Golgi (Gc.Zactosyl transférase ASR : 80.5 ) 

1er puits cntient 80 ug de protéines (membrane de Golgi). 

2e puits contient 80 ug de proteines (membrane plasmique). 

3e puits contient . 81 ug de _protéines (membrane de lysosomes) • 

2. Les bandes de nitrocellulose. après trasfert sont inc-i...bées avec 

les anticorps monoclonaux 3G3Dl0 , 3G3E3 ., 1H8D6 et 7C7 

Les poids moléculaires des étalons sont de 200 000., 116 250 ., 92 500 

66 200 et 45 000 (ovalbumine) • 

3G3010 3G3E3 1H806 7C7 

-

- --

-
-

f - · ,_ 
----- --,-

G L G H L G M L L 
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. :1°3 L'efMUNOBLOTTING sur 3G3E3 seul,, et 3G3E3 préincubé avec l,,a 

membrane de Gol,,gi . 

A B C D E F G H 

--- --

G M L G M L G M 

A anticorps avant dil,,ution 7,,irrrite 5D10. 

B anticorps avant dil,,ution 7,,irrrite lAll • 

L 

1 

C anticorps monocl,,onal,, 3G3E3 sur l,,a membrane de 

G G G G 

D.,E., F., G., H : 7,, 'anticœps r,1onocfonal,, 3G3E3 (500ul) a été préinc 

membranes de Gol,,gi purifiée à raison de 320 ., 64a_, 960 ., 1280 t 1600 ug 

de protéines durant une -deure à température normale 

Cette rrrixture a été ensuite diluée 10 fois dans TRIS NaCl Ovalburrrine 3% 

avant d 'être appliquée sur l,,es bandes de itrocel,,7,,ul,,ose . 

G 

ABC sont testés respectivement sur le Golgi (80 ug) , la membrane plasmique 

(80 ug ) et la membrane lysosomale (81 ug ) . d'v~~ {o 
-:Û , ;~ 56 B"~ ?_) 

0 



1 4 J:.i,'IJU,'103LOTT Dl G (wes tern bZor;) . 

-----------------
1 • L 'electrophorèse sur gel d 'acrylamide 12% .Le premier puits 

d 'electrophorèse contient 60 ug de membrcme de Golgi purifiée . 

2 . Les bcmdes de nitrocellulose après trcmsfert sont incubées 

avec les anticorps monoclonaux 3G3D10 , 3G3E3 et 1HBD6 dilués 

10 fois (voir matériel et methodes ) dans TRIS NaCl Ovalbumine 

Les poids moléculaire des etalons sont de 200 000, 116 250 , 

92500 , 66200 et 45 000 (ovalbumine ). 

Les poids moléculaire des antigènes reconnus sont de 64560 
et 47860 . 

ET 3G3010 3G3E3 1H806 

------( " --· -- - --- r--- - -

G l:.i l:.i 
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